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 3 
序論 
１ 植物性バイオマス利用の現状と課題  
 20世紀以降、急激な化石燃料の使用量増加により、温室効果ガスの排出によ
る地球温暖化や、環境汚染が深刻化している。近年、中国や途上国を中心に化
石燃料の使用量は著しく増加しており、今後も更なる増加が見込まれる[1]。そ
こで、化石燃料の使用量を削減するために、植物性バイオマスから、燃料や化
学製品を効率的に生産する技術の開発が急務となっている。 
 現在もっともよく研究されているバイオマス由来の燃料はエタノールで、バ
イオマスを原料に微生物発酵によって作られる。このバイオエタノールは、ガ
ソリンの代替品、またはガソリンに混合して利用されている。現在バイオエタ
ノールは、サトウキビやテンサイ等に含まれる糖質、米、麦、トウモロコシ等
の穀物に含まれるデンプン質などを原料として生産されている。これらの原料
から生産されるバイオエタノールは、一般に「第一世代バイオエタノール」と
呼ばれ、アメリカやプラジルではすでに実用化されている[2]。しかしながら、
これらの農作物のバイオエタノール生産への過剰な供給による、食料との競合
問題が懸念されている[3]。例えば、アメリカでは主にトウモロコシを原料にバ
イオエタノールが生産されているが、トウモロコシをエタノール生産に大量に
用いることで、トウモロコシ自体の価格の高騰、それを飼料とする家畜を加工
して生産される食品の価格高騰、またトウモロコシ増産のために他の作物の作
付け面積の減少-価格の高騰、といった問題が起こることが考えられる。 
 そこで、大量に存在して再生可能な非可食バイオマス、例えば、稲わら、麦
わら、バガス（サトウキビ搾汁後の残渣）、コーンストーバー（トウモロコシ
の芯、茎、葉）のような農産系の廃棄物、あるいはスイッチグラス、ネピアグ
ラス、エリアンサス（いずれもイネ科の植物）、そして廃材、間伐材、林地残
材、古紙など、もともと未利用・処分されていたような草本系・木質系のバイ
オマスを微生物発酵の原料に用いることが期待されており、これらを原料に生
産されるエタノールが、「第二世代バイオエタノール」として注目されている
[4]。しかしながら、リグノセルロース系バイオマスは強固な構造をもってお
り、微生物発酵に用いるためには複雑な前処理工程が必要で、エタノールの生
産コストに対して得られるエネルギー量との採算が合わないことが問題となっ
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ている。そのために、リグノセルロース系バイオマスを効率的に処理できて、
かつ微生物によって高い収率でエタノールやその他の化学製品を生産できるよ
うなプロセスの開発が求められている[5, 6]。 
 
2 リグノセルロース系バイオマスの構造 
 リグノセルロース系バイオマスは主に、セルロース、ヘミセルロース、リグ
ニンから構成されており、植物によって、これらの成分の割合は異なっている
（Table 1）[7]。セルロースは、β-1,4-グリコシド結合により数千から 1万程度
のグルコース分子が結合してできた結晶構造をもつ多糖である（Fig. 1）。ヘミ
セルロースは、非結晶性で重合度が 200程度の多糖であり、C5糖（分子中の炭
素数が 5つの糖）のキシロースやアラビノース、C6糖（分子中の炭素数が 6つ
の糖）のグルコース、マンノース、ガラクトース等の様々な糖から構成されて
いる[8]（Fig. 2）。リグニンは、ベンゼン環に水酸基やメトキシ基が結合したプ
ロピルベンゼン誘導体を構成単位とする高分子化合物であるが[9]、構成単位が
糖ではないためにエタノール等の微生物発酵による物質生産には通常使えな
い。セルロース、ヘミセルロース、リグニンは互いに密接に相互作用し、植物
の細胞壁を構築している。リグノセルロース系バイオマスの細胞壁の形成にお
いて、セルロース、ヘミセルロース、リグニンは強く絡み合い、共有結合およ
び非共有結合を介して結合している[10]。ヘミセルロースとリグニンの間には
共有結合があるが、ヘミセルロースとセルロースとの間には共有結合がないこ
とがわかっている。一方、リグニンとセルロース間の共有結合の存在はいまだ
不明確である[11, 12]。 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1 セルロースの構造 
セルロースは、グルコースが β-1,4-グリコシド結合により直鎖上に重合した高分子で、何本も
のセルロース分子が水素結合を介して束になっている。 
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Fig. 2 ヘミセルロース（主要成分のキシラン）の構造  
ヘミセルロースの主鎖であるキシランは、キシロースが β-1,4-グリコシド結合により重合した
高分子である。実際には、ヘミセルロースはキシロース以外にも様々な糖を構成成分とするヘ
テロ多糖である。広葉樹では、キシロース残基 10個に 1個の割合で、4-O-メチル-D-グルクロ
ン酸の側鎖が α-1,2結合している。また一部の水酸基がアセチル化している。針葉樹では、水
酸基のアセチル化は見られないが、側鎖に L-アラビノースを持つ。 
 
Table 1 各バイオマスのセルロース、ヘミセルロース、リグニンの割合 
バイオマス セルロース (%) ヘミセルロース (%) リグニン (%) 
針葉樹 40-45 20-30 25-35 
広葉樹 40-45 20-35 15-25 
タケ 40-45 20-25 25-30 
バガス 50-55 25-30 25-30 
稲わら 35-40 20-25 5-10 
 
3 リグノセルロース系バイオマス利用のプロセス 
 リグノセルロース系バイオマスを原料としたバイオエタノールの製造は、大
きく 4つの工程に分けることができる[13]。まず、リグニンを除去するととも
に、セルロースを膨潤化して糖化酵素による加水分解効率を向上させるための
「前処理工程」。前処理したバイオマスにセルラーゼやヘミセルラーゼといっ
た酵素を添加して、微生物が利用可能な糖を生成する「糖化工程」。糖を炭素
源として、微生物によりエタノールを生産する「発酵工程」。生産物を回収す
る「蒸留・脱水工程」に分けられる。以降では、これら 4つの工程の内、微生
物によりエタノールが生産されるまでの「前処理工程」・「糖化工程」・「発
酵工程」の 3工程について説明する。 
 
i) 前処理工程 
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 リグノセルロース系バイオマスは、無数の水素結合により結晶性の安定した
構造を有するセルロースと、それを取り囲むように存在するヘミセルロース、
さらにそれらの外層に沈着するリグニンから成る強固な構造を有している。リ
グノセルロース系バイオマスにおける、ヘミセルロースとリグニンの存在は、
糖化酵素とセルロースとの接触を妨げ、セルロースの加水分解速度を制限する
大きな要因となっている[14]。また、リグニンへの酵素の吸着もセルロースの
加水分解効率を制限する要因となっていることがわかっている[14]。前処理に
より、セルロースからヘミセルロースおよびリグニンを引き剥がすことによ
り、セルロースにおける糖化酵素の接触可能な表面積を増加させ、リグニンに
対する糖化酵素の吸着を減少させることが期待できる[15, 16]。一概に前処理工
程といってもその方法は様々で、物理的前処理、化学的前処理、物理化学的前
処理、生物学的前処理に大別される。リグノセルロース系バイオマスでも、原
料となる植物によって構造や物性は様々で、各バイオマスに適した前処理方法
を用いなければならない。また前処理工程を行う、設備費，運転費の増加がセ
ルロース系バイオマスを原料として利用するうえで経済性を悪化させる大きな
要因となっており、低コストで効率良く処理できる方法を検討する必要がある
[17]。熱処理や酸処理などでは、リグニンやセルロース、ヘミセルロースなど
の過分解により、フラン化合物、酢酸、ギ酸、レブリン酸、バニリン、シリン
グアルデヒドなど、微生物の生育や発酵に対し強い阻害作用を示す物質（発酵
阻害物）が副生されることから[18]、これらの生成を抑えることも重要であ
る。以降で、代表的な前処理方法（Table 2）について幾つか説明する。 
 
Table 2 リグノセルロース系バイオマスの主な前処理方法 
物理的前処理 粉砕処理 ボールミル, ハンマーミル、ロールミル 
化学的前処理 
酸処理 塩酸, 硫酸 
アルカリ処理 水酸化ナトリウム, アンモニア 
オルガソルブ処理 アルコール類, フェノール  
物理化学的前処理 爆砕処理 水蒸気爆砕,  水熱爆砕  マイクロ波処理 マグネトロン 
生物学的前処理 腐朽 腐朽菌 
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・物理的前処理-機械的粉砕処理 
 粉砕処理ではハンマーミル、ボールミル、ロールミル、ディスクミルなどが
用いられる。この処理では、バイオマスを機械的に粉砕または圧搾して粒径を
小さくし表面積を増大させることで、他の前処理や糖化を行いやすくする効果
がある。粉砕の度合いは用いる機材や粉砕時間により様々で、長時問粉砕を続
けるほどバイオマスの粒径は小さくなり、糖化効率も向上するが、粉砕時間が
長くなれば消費電力も増大することが欠点である。通常は他の処理方法と組み
合わせて用いられる。 
 
・化学的前処理法-アルカリ加水分解処理 
 アルカリ加水分解処理では水酸化ナトリウムやアンモニアが用いられる。こ
の方法では、セルロースを膨潤させることで重合度および結晶性を低下させる
ことができ、リグニンも低分子化できる。広葉樹や草本類に高い効果を示すと
されており、水酸化ナトリウムに比べてアンモニアの作用は低いとされてい
る。ただしアンモニアを使用する場合は、バイオマス中にアンモニアが残留し
ても発酵工程で微生物の窒泰源とすることができるため、処理後にバイオマス
を洗浄する必要がないというメリットもある。 
 
・化学的前処理法-酸加水分解処理 
 酸加水分解処理では塩酸や硫酸、リン酸等が用いられる[19]。アルカリ処理
と同様にセルロースを膨潤化させ、結晶性を低下させる前処理法である。硫酸
を用いた方法が安価で効果が大きいという点からよく研究されており、この方
法は糖化も兼ねている。硫酸処理には、濃硫酸処理と希硫酸処理がある。濃酸
処理は主に常温・常圧で行われるが、希酸処理は高温、高圧下で行われる場合
が多い。濃硫酸処理では、セルロース同士の水素結合が切断され結晶構造が破
壊されるため容易に加水分解を受けるようになり、酸濃度によってはセルロー
スもヘミセルロースも糖化されて単糖になる。しかしながら、濃硫酸による前
処理は、セルロースの過分解、発酵阻害物質の高濃度化、機器設備の深刻な腐
食を引き起こす可能性が高いなど、欠点も多い[19]。希硫酸処理ではバイオマ
ス中のヘミセルロースは糖化されるが、セルロースは別に糖化する必要があ
る。希硫酸処理では、酵素の利用を大幅に削減できるが、高温での処理により
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糖が過分解され、フルフラール、ギ酸、酢酸、レブリン酸のような発酵阻害物
が生成するというデメリットもある。 
 
・物理化学的前処理法-水蒸気爆砕処理 
 水蒸気爆砕処理は、バイオマスを高温・高圧の水蒸気で蒸煮して、一気に常
圧に戻すことで水蒸気を膨張させ、その膨張エネルギーによって対象の組織や
繊維を破壊する前処理法である。蒸煮では、高温・高圧の水の加水分解能力に
より、セルロース及びヘミセルロースの一部が過分解され有機酸などが生じ
る。この生成物の化学反応により、多糖の加水分解やリグニンの低分子化がお
きる。その後、水蒸気の膨張エネルギーにより物理的に木質構造が破壊され
る。チップ状態のような大きめの木材でも処理が可能で粉砕のコストを削減で
き、薬品を使用する必要がないため、アルカリ処理や酸処理に比べて環境負荷
が少ない前処理法である。一方で、反応には高い熱量が必要といった問題点も
ある。 
 
・生物的前処理法 
 生物的前処理では、木材腐朽菌が用いられる。木材腐朽菌は褐色、白色、軟
腐朽菌に大別される。褐色腐朽菌は主にセルロースを分解し、白色および軟腐
朽菌はセルロースとリグニンの両方を分解することができる。これら腐朽菌の
中でも、セルロースを残してリグニンを選択的に分解できる選択的白色腐朽菌
が前処理の為に有用であると考えられている。白色腐朽菌はリグニンの分解に
より糖化効率を高める他、バイオマス中の発酵阻害物の分解する能力もある。
生物的前処理はクリーンで低エネルギーな手法であるが、処理に何週間もかか
るという大きな欠点がある。 
 
ii) 糖化工程 
 糖化工程では、リグノセルロース系バイオマスを微生物が発酵可能なグルコ
ースやキシロース等の単糖まで分解する。糖化方法には化学糖化と酵素糖化の
2種類がある。この項では主に酵素糖化について見ていく。 
 化学糖化は簡単には、上記の前処理工程で述べた希硫酸または濃硫酸処理が
この化学糖化も兼ねている。希硫酸処理によりヘミセルロースは糖化されて、
 9 
セルロースは希酸や亜臨界水を用いて別の条件で糖化される。濃硫酸処理で
は、ヘミセルロースに加えてセルロースも糖化される。 
 酵素糖化は、前処理工程によってリグニンの分解や、セルロースの結晶構造
を緩和するなどして糖化効率を向上させたリグノセルロース系バイオマスに酵
素剤を添加することで、セルロースはセルラーゼにより、ヘミセルロースはヘ
ミセルラーゼによって分解される。実際には、セルラーゼ・ヘミラーゼはそれ
ぞれの基質を分解する酵素の総称であり、多数の酵素の相互作用により多糖類
をグルコースやキシロースといった単糖まで糖化することができる。セルラー
ゼは大別すると、セルロースの結晶部分の末端からセロビオースを遊離するセ
ロビオハイドラーゼ（CBH）、セルロースの非晶部分をランダムに切断するエ
ンドグルカナーゼ（EG）、セロビオースやセロオリゴ糖を末端からグルコース
を遊離する β-グルコシダーゼ（BGL）の 3種類があり、これらの酵素はさらに
基質認識性等が異なる幾つもの種類が存在する。分解機構としては、まず EG
が部分的に存在する非結晶部分を分解し、露出した結晶部分を CBHが分解して
いく、そして生成したオリゴ糖を BGLが分解することでグルコースまで糖化さ
れる（Fig. 3）。ヘミセルロースを分解するヘミセルラーゼの種類も非常に多
い。キシロースが β-1,4結合してできたヘミセルロースの主鎖であるキシラン
を分解する酵素には、β-キシロシダーゼやキシラナーゼ等がある。さらにヘミ
セルロースにはアラビナンやキシログルカンなどの成分も含まれ、アラビナナ
ーゼやキシログルカナーゼの様なこれらの成分を分解する酵素も別に多数存在
する。枝分かれ構造を持つヘミセルロースでは、主鎖だけでなく側鎖の分解も
効率的な糖化には必要である。 
 このように、セルロースやヘミセルロースの分解には複数の種類の酵素が必
要となる。現在、セルラーゼやヘミセルラーゼを生産する菌としては、細菌や
放線菌、糸状菌等で多数知られている。その中でも酵素生産の宿主として期待
されているのが糸状菌 Trichoderma reeseiで、この菌は複数のセルラーゼを大量
に生産することが知られおり、遺伝子配列から CBHが 2種類、EGが 11種類、
BGLが 10種類存在していると考えられている[20]。効率よく糖化を行うために
は多量の酵素を加える必要があり、リグノセルロース系バイオマスを原料とし
て用いた時に、エタノール等の製造コストを引き上げる大きな要因となってい
る。そこで、酵素の使用量を減らすようなプロセスの構築が必要となってく
る。 
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 前処理したバイオマスから、酵素生産、糖化、発酵の 3つの生化学的な段階
を経てバイオエタノールは生産される。生産コストの削減の為には、できるだ
けプロセスの簡略化・統合化が必要となってくる。ここで、3つの代表的なプ
ロセスを紹介する（Fig. 4）。 
 
・SHF（separate hydrolysis and fermentation）プロセス 
 SHFプロセスでは、酵素生産、糖化、発酵を別々に行う。糖化と発酵を別々
に行う為に、pHや温度などをそれぞれの工程の最適条件で行えるメリットはあ
るが、上記で述べたような、糖化の際に酵素が生産物阻害を受けるため、生成
する糖を何らかの方法で適時分離する必要がある。 
 
・SSCF（simultaneous saccharification and co-fermentation）プロセス 
 SSCFプロセスでは、酵素生産のみ別に行い糖化と発酵は同時に行う。糖化に
より生じたグルコースやキシロースは発酵に用いる酵母などの菌体が取り込
み、酵素の生産物阻害が抑制でき使用量を削減すことができる。さらに、糖化
と発酵を一つのリアクターで行うことができるため設備費や運用費に関しても
経済的である。SSCFプロセスは、SHFプロセスと同等のエタノール生産性を達
成できており、現在ひろく利用されている。 
 
・CBP（consolidated bioprocessing） 
 CBPでは、酵素生産・糖化・発酵の 3つの工程を同時に行う。よって、SSCF
プロセス以上にバイオエタノールの生産コストを削減できることが期待でき
る。CBPを実用化するためには、微生物ごとに培養に適した条件が異なり、ま
た菌体の再利用なども考慮すると、複数の微生物を同時に用いるのではなく、
高い酵素生産能と発酵能を兼ね備えた単一の微生物が必要となる。しかしなが
ら、今のところ天然には CBPを実現できるほど酵素の生産能と発酵能の両方に
優れた微生物は見つかっていない。そこで、エタノール発酵に広く用いられて
いる出芽酵母などに、遺伝子工学的手法を用いて外来のセルラーゼやヘミセル
ラーゼ遺伝子を導入し、さらに発酵阻害物や熱などのストレスへの耐性を向上
させたり、エタノール生産性を向上させたりすることで CBPに適した菌株を人
工的に作り出す試みが現在盛んに行なわれている。 
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Fig. 3 セルラーゼによるセルロースの分解機構  
 
 
 
 
Fig. 4 バイオエタノール生産のための 3つの代表的な生産プロセス 
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iii) 発酵工程 
 この工程では、糖化により得られたグルコース（ヘキソース）やキシロース
（ペントース）から微生物によりエタノールを生産する。C6糖や C5糖が理想
的にエタノールまで変換したとすると、下記の式で表せる。 
C6H12O6 → 2C2H5OH + 2CO2 
3C5H10O5 → 5C2H5OH + 5CO2 
セルロース系バイオマスからのエタノール生産を行う微生物には、高い発酵
力、熱や発酵阻害物への耐性、エタノール耐性などが求められる。 
 エタノール生産能の高い微生物としては、真菌では Saccharomyces cerevisiae
や Kluyveromyces marxianus、細菌では Zymomonus mobilis等が知られている。こ
れまで、酵母 S. cerevisiaeは高い工タノール耐性を持ち、高効率でエタノール
を生産できることから、工業レベルのバイオエタノール生産において最もよく
用いられてきた。しかしながら、リグノセルロース系バイオマスからのバイオ
エタノール生産に関しては、とりわけ CBPを実現するためには、多くの能力が
求められており以下に例を示す。 
 
・C5糖および C6糖の資化能 
 リグノセルロース系バイオマスは主にグルコース（C6糖）とキシロース（C5
糖）の 2つの糖を主要な構成成分として含む。SSCFプロセスや CBPでは糖化液
中にこれらの糖が混合して存在するために、リグノセルロース系バイオマスを
より効率的に利用するためにも、グルコースとキシロースの両方を同時に資化
できる微生物が必要である。C5糖を発酵できる微生物としては、酵母 S. 
stipitis、Candida shehatae、Pachysolen tannophilusなどが知られている。しかし
ながら、これらの菌のキシロースからのエタノール生産速度は、S. cerevisiaeの
グルコースからのエタノール生産速度に比べると非常に遅い。さらにこれらの
菌は、発酵に酸素を必要として、エタノール耐性も 
S. cerevisiaeに比べて 2〜4倍低い[21]。そしてこれらの酵母は、純粋なキシロー
ス培地ではエタノールの生産が可能であるが、リグノセルロース系バイオマス
由来のキシロース培地では、種々の発酵阻害物の影響で発酵できないと考えら
れている[22]。 
 
・発酵阻害物耐性 
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 リグノセルロース系バイオマスでは、前処理工程において、リグニンやセル
ロース、ヘミセルロースなどの過分解により、フラン類（フルフラール、5-ヒ
ドロキシメチルフルフラール（HMF））、フェノール類（バニリン、シリン
グアルデヒド）、弱酸（ギ酸、酢酸、レブリン酸）といった、微生物の生育や
発酵を阻害する物質が生じる。そのため、これら発酵阻害物に対する耐性も重
要となる。各阻害物の特徴を以下で述べる。フラン類のフルフラールおよび
HMFは、エタノール生産速度を低下させ、また菌体の生育を阻害する。これら
の効果は、フラン類の濃度および発酵に使用する菌株の種類に依存する。In 
vitroの実験では、フルフラールと HMFがアルコールデヒドロゲナーゼ
（ADH）、ピルビン酸デヒドロゲナーゼ（PDH）、アルデヒドデヒドロゲナー
ゼ（ALDH）の働きを阻害することが知られている[23]。またフラン類は酵母に
おいて、NAD(P)Hの枯渇を引き起こす可能性がある。酵母の培養において、フ
ルフラールを培地に添加するとアセトアルデヒドの蓄積量が増加することが報
告されており、このことはフラン類が NAD(P)Hの枯渇を引き起こすことを示唆
している[24]。また、酵母の代謝フラックス解析の結果、フルフラールがエネ
ルギー代謝に関与する、解糖系および TCA回路の代謝に影響を与えることがわ
かっている[25]。S. cerevisiaeにおいてフルフラールは、活性酸素を蓄積させ、
液胞およびミトコンドリア膜の損傷、クロマチンおよびアクチンの損傷を引き
起こす[26]。一般に、フラン類の阻害効果は、フラン類の存在に起因する、酵
素活性阻害、補酵素の消費・再生への影響を緩和するために、エネルギーの再
配向のための ATPおよび NAD(P)H量の低減によって説明することができる。フ
ェノール類もフラン類と同様に、エタノール生産速度を低下させ、また菌体の
生育を阻害する。S. cerevisiaeに対して、低分子量のフェノール化合物は、高分
子量のフェノール化合物よりも、より阻害的である[27]。 
S. cerevisiaeおよび他の真核微生物に対するフェノール化合物の阻害機構は、完
全には解明されていない。フェノール化合物は生体膜に作用し、膜の完全性の
喪失を引き起こすと考えられている[28]。弱酸性フェノール化合物は、プロト
ンをミトコンドリア膜を越えて輸送することによって電気化学的勾配を破壊す
ることが示唆されている[29]。弱酸は、バイオマスの生成量とエタノール収量
を減らすことによって酵母の発酵を阻害する。弱酸の阻害効果は、脱共役およ
び細胞内アニオン蓄積によるものと考えられている[30]。解離していない状態
の弱酸は、発酵培地から受動拡散により原形質膜を通って細胞内に取り込まれ
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る。より高い細胞内 pHにより弱酸は解離して、細胞質ゾルの pHを低下させる
と考えられる。そして、細胞内 pHの低下を緩和するために、細胞膜の ATPア
ーゼは、ATPを消費してプロトンを細胞外に排出する。そのために、バイオマ
スの生産に利用可能な ATPが減少すると考えられる。 
 
・高温耐性 
 SSCFプロセスや CBPでは糖化と発酵を同時に行うが、リアクターの温度は微
生物の生育・発酵の至適温度に合わせる必要がある。エタノール発酵微生物の
至適生育温度は多くの場合 30〜35℃程度であるが、よく用いられている T. 
reesei由来の糖化酵素の至適反応温度は 50〜60℃であり、酵素は本来の糖化能
力を発揮できないと考えられる。よって、高効率で SSCFプロセスや CBPを行
うためには、より高温での培養が必要となり、また高い温度で発酵を行うこと
で、ブロセスの冷却コストの削減や雑菌汚染リスクの低減などにもつながると
考えられる。そのために、高温耐性を持つような微生物が必要である。 
 
4 酵母を用いたバイオエタノール生産 
 リグノセルロース系バイオマスを原料に、CBPによってエタノールを生産す
るための微生物には、発酵阻害物耐性、ストレス（高温、低 pH、低栄養、高浸
透圧）耐性、C6および C5糖両方の資化能、バイオマス糖化酵素生産能など求
められる能力は多い。天然にこれら全ての能力を十分に満たすような生物は今
のところ発見されていない。第一世代バイオエタノールの工業的な生産には、
酵母 S. cerevisiaeがよく用いられてきた。S. cerevisiaeはグルコースの消費速度
が速く、高い収率でエタノールを生産でき、エタノールや阻害物に対する耐性
も細菌より優れている[31–33]。しかしながら、S. cerevisiaeを CBPに用いるた
めには、バイオマス前処理物に含まれるセルロースを資化可能なグルコースま
で糖化するセルラーゼを生産できないことや、リグノセルロース系バイオマス
にグルコースに次いで多く含まれるキシロースを資化できないことが大きな問
題となる。そこで、遺伝子工学的手法を用いて、S. cerevisiaeにセルラーゼを発
現させたり、キシロース資化能を付与する取り組みが盛んに行なわれてきた。 
・セルラーゼ生産能の付与 
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セルロースを分解するためには、上記で述べたように主に EG、CBH、BGLの三
種類の酵素が必要となり、真菌や細菌由来のセルラーゼを酵母において発現す
る取り組みが、ここ 20年ほどの間で盛んに行われてきた。酵母における多種
類のセルラーゼの同時発現は Van Rensburg et al. [34]によって初めて報告されて
おり、S. cerervisiaeに Butyrivibrio fibrisolvens由来の EG、Phanerochaete 
chrysosporium由来の CBH、Endomycopsis fibuliger由来の BGLなどを同時に発現
させることに成功している。酵母におけるセルラーゼの発現で高い活性を示し
た例としては、Aspergillus aculeatus由来の CBHや BGLが元の活性と近い値を示
すことが知られている[35]。また T. reesei由来の EGと Saccharomycopsis 
fibuligera由来の BGLを発現させた株は、セルロースの結晶構造を破壊したリン
酸膨潤セルロース（PASC）を炭素源に生育及びエタノールの生産ができたこと
が報告されている[36]。これらの例では、セルロースを分解するために酵母細
胞外に酵素を分泌する方法がとられていたが、別の方法としてセルラーゼ表層
提示法がある。 
 セルラーゼ表層提示法では、酵素は細胞壁にグリコシルホスホファチジルイ
ノシトール（GPI）アンカリングシステムによって、本来の活性を失うことなく
つなぎ止められる。セルラーゼをコードする遺伝子と GPIタンパク質のアンカ
ードメインの融合遺伝子を酵母に導入することで、細胞表層にセルラーゼが提
示され、この表層に集積されたセルラーゼによってセルロースは逐次的かつ速
やかにグルコースヘと分解され、細胞内に取り込まれてエタノールへと変換さ
れる。融合タンパクは細胞表層に固定化され、酵母の生育が続く限り細胞表層
の酵素活性も持続することが知られており[37]、酵素を細胞表層に固定するこ
とで、細胞の回収と同時に酵素も回收できるため、セルラーゼを細胞外ヘ分泌
する場合と比較して、細胞を繰り返し利用する工業的な発酵プロセスに有利で
ある[38]。Fujita et al. [39] は、T. reesei由来の EG2と CBH2そして、A. aculeatus
由来の BGL1を表層提示した株では、PASCから理論収率の 88.5 %のエタノール
を生産できたことを報告している。 
 現状では、前処理したバイオマスを糖化するには、酵母が分泌したり、表層
提示した酵素だけでは十分ではなく外部からの酵素添加が必要となる。近年の
研究で、Liu et al. [40]は T. reesei由来の EG2、Talaromyces emersonii由来の
CBH1、Chrysosporium lucknowense由来の CBH2、そして A. aculeatus由来の BGL1
の 4種類のセルラーゼを提示した株を作成した。この株を用いて水熱処理とボ
 16 
ールミルで前処理された稲わらからの同時糖化発酵を行ったところ、理論収率
の 80%のエタノールを生産するのに必要な酵素の添加量を、表層提示していな
い株を用いた場合に比べて 44%削減することに成功している。 
 
・キシロース資化能の付与 
 リグノセルロース系バイオマスを構成する糖において、キシロースはグルコ
ースに次いで多く存在する。よって、グルコースとキシロースの両方からエタ
ノールを作れることが、リグノセルロース系バイオマスからのエタノール収率
を向上させる上で非常に重要となる。 
 キシロースの資化経路は大きく分けて酸化還元経路（XR/XDH経路）と異性
化経路（XI経路）の 2種類ある（Fig. 5）。酸化還元経路は主に真菌で使われて
いる経路で、この経路ではまずキシロースレダクターゼ（XR）が NADPHを補
酵素にキシロースをキシリトールへと変換する、続いてキシリトールレダクタ
ーゼ（XDH）が NAD+を補酵素にキシリトールからキシルロースへの変換反応を
触媒する。もう一方の異性化経路は主に細菌で用いられている経路で、キシロ
ースイソメラーゼ（XI）によりキシロースはキシルロースに直接変換され、こ
の反応には補酵素を必要としない。両経路でできたキシルロースは、キシルロ
キナーゼ（XK）によってキシルロース-5-リン酸（X5P）に変換され、ペントー
スリン酸経路（PP経路）、解糖系を通り代謝されて最終的にエタノールにな
る。S. cerevisiaeは内生の XR、XDH、XK遺伝子を持っているが、発現量は非常
に低くキシロースを資化する事はできない[41]。そこで、異種生物由来の
XR/XDH遺伝子または XI遺伝子を S. cerevisiaeに導入することで、キシロースか
らエタノールを生産できる菌体が開発されてきた[42]。 
 S. cerevisiaeにおけるキシロースを炭素源とするエタノール発酵には、XR/XDH
経路が用いられる事が多い。この経路を S. cerevisiaeに導入した際、XRと XDH
で使用する補酵素の種類が異なり、NADHが蓄積して NAD+が不足するために、
中間生成物のキシリトールが細胞内外に蓄積してエタノール収率が低くなるこ
とが問題となる。天然に存在するキシロース資化性酵母の多くは、キシロース
を資化した時にキシリトールを蓄積するが、Scheffersomyces stipitisはキシロー
スからエタノールをほぼ理論収率で生産できることが知られている。S. stipitis 
の XRは NADPHと NADHの両方を利用できることがわかっており、キシリトー
ルの蓄積を緩和するために S. cerevisiaeにも、この S. stipitis由来の XRと XDHを
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導入することが多い。しかしながら、これら S. stipitis由来の XR/XDHを導入し
た S. cerevisiaeでも依然として多量のキシリトールが蓄積することが知られて
いる[43]  
 XI経路は主に細菌で用いられている経路で、Actinoplanes missouriensis [44]、 
Clostridium thermosulfurogenes [45]、E. coli [46]、Bacillus subtilis [44]などの細菌由
来の XI遺伝子が S. cerevisiaeにキシロース資化能を付与するために導入されて
きた。しかし、これらの遺伝子は S. cerevisiaeで発現できても不溶性で活性を
持たないタンパク質ができるのみで、キシロースを資化することはできなかっ
た。ここ 10年程の間で、嫌気性真菌の Piromyces sp. [47] や Orpinomyces sp. [48, 
49]由来の XI遺伝子が S. cerevisiaeでも活性を持った状態で発現できる事が明ら
かとなった。XIはキシロースを直接キシルロースに変換でき補酵素も必要とし
ない。XI導入 S. cerevisiaeでは、キシリトールの蓄積がほとんどなく、キシロ
ースからのエタノール収率が非常に高いといった利点がある。しかしながら、
XR/XDH経路を導入した S. cerevisiaeに比べてキシロースの消費速度、エタノー
ルの生産速度が非常に遅い。 
 S. cerevisiaeにおけるキシロースからのエタノール生産速度や収率を向上させ
るために、これら XR/XDHや XIの検討以外にも、キシルロース以降の代謝経路
の強化が行われてきた。キシルロースは XKによりキシルロース-5-リン酸に変
換されるが、S. cerevisiaeでは XKをコードする XKS1の発現量が十分ではなくキ
シロース消費速度が遅い原因の一つとされている[50]。また、S. cerevisiaeでは
ペントースリン酸経路（PP経路）の代謝も十分ではなく、PP経路の中間生成
物が蓄積する事が知られている[47, 51]。そこで、S. cerevisiae 内生の XK遺伝子
と PP経路の遺伝子を過剰発現させることで、キシロースの消費速度やキシロ
ース培地での生育が向上することが報告されている[52]。しかしながら、グル
コースからのエタノール生産速度に比べ、キシロースからのエタノール生産速
度はまだまだ遅く、収率も低いといった問題もある。 
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Fig. 5 キシロース代謝経路 
 
 
5 酵母を用いたエタノール以外のバイオ燃料生産 
 近年、エタノールに替わる新たなバイオ燃料としてブタノールが注目されて
いる。ブタノールは、ガソリンのエネルギー密度より約 4％だけ低く[88-92]、
エタノールより大きなエネルギー密度を有している。また、ブタノールはエタ
ノールよりガソリンとの親和性が高く、腐食性も無いため既存の石油化学に用
いられていたインフラを流用する事ができると考えられている。ブタノールに
は、n-ブタノール（1-ブタノール）、イソブタノール（2-メチル-1-プロパノー
ル）、sec-ブタノール（2-ブタノール）、tert-ブタノール（2-メチル-2-プロパノ
ール）の 4種類がある。以降では、比較的酵母での生産報告が多い、イソブタ
ノールおよび 1-ブタノールの酵母を用いた生産例について概説する。 
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・イソブタノール 
 イソブタノールは Ehrlich経路[53]により、バリン生合成経路の中間体である
2-ケトイソバレレート（KIV）から生産する事ができる（Fig. 6A）。KIVは 2-ケ
ト酸デカルボキシラーゼ（Kdc）によって脱カルボキシル化されてイソブチル
アルデヒドになり、アルコールデヒドロゲナーゼ（Adh）により還元されてイ
ソブタノールに変換される。バクテリアでのイソブタノールの生産は、バリン
生合成経路の遺伝子と Kdcおよび Adhをコードする遺伝子の過剰発現によって
可能となる[54]。一方、酵母では、イソブタノールの前駆体である KIVの合成
に必要な酵素はミトコンドリアに局在し、Kdcと Adhはサイトゾルに存在す
る。その為、酵母ではまずミトコンドリアに輸送されたピルビン酸 2分子から
アセト乳酸シンターゼ（Ilv2）によりアセト乳酸（ALAC）が合成される。ALAC
はアセトヒドロキシ酸レダクトイソメラーゼ（Ilv5）によって 2,3-ジヒドロキシ
イソバリレート（DIV）に還元される。最後に、DIVはジヒドロキシ酸デヒドラ
ターゼ（Ilv3）によって KIVに変換される。そして、イソブタノール合成のため
には、KIVを細胞質ゾルに輸送する必要がある。このミトコンドリア及びサイ
トゾル間の中間生成物の輸送が、酵母における高効率でのイソブタノール生産
を難しくしている。そこで、Brat et al. [55]は、ミトコンドリアでの反応を触媒
する酵素（ILV2、ILV5および ILV3遺伝子）をサイトゾルで過剰発現して、また
ミトコンドリア内の経路を削除することで、イソブタノールの生産量および収
率（630 mg/L、14.18 mg/g-glucose）が向上した事を報告している 。一方、
Avalos et al. [56]は、サイトゾルにおいて Kdcおよび Adhを発現させた上で、ミ
トコンドリア内でも Kdcおよび Adh発現させることで、イソブタノール生産能
が向上した事を報告している（635 mg/L、6.40 mg/g-glucose）。 
 
・1-ブタノール 
 酵母を利用した 1-ブタノールの生産経路を Fig. 6Bに示した。この経路では、
まず 2分子のアセチル-CoAからアセトアセチル-CoAが合成される。そしてアセ
トアセチル-CoAは、3-ヒドロキシブチル-CoAを経て、クロトニル-CoAに変換さ
れる。クロトニル-CoAは還元されてブチリル-CoAを経てブチルアルデヒドに変
換され、1-ブタノールになる。Steen et al. [57]は 1-ブタノール生産経路を構築す
るのに必要な、S. cerevisiae由来のチオラーゼ（ERG10）、Clostridium beijerincki
由来の 3-ヒドロキシブチル-CoAデヒドロゲナーゼ（hbd）、クロトナーゼ
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（crt）、ブチルアルデヒド/ブタノールデヒドロゲナー（adhE2）、そして
Streptomyces collinus由来のクロトニル-CoAレダクターゼ（Ccr）を S. cerevisiae
で過剰発現することで、2.5 mg/Lの 1-ブタノールを生産できたことを報告して
いる。Lian et al. [58]は 1-ブタノールの生産量を向上させるために、前駆体とな
るアセチル-CoA合成能の強化を試みた。この研究の中で著者らは、副生成であ
るエタノール及びグリセロールの生成を抑える為に、アルコールデヒドロゲナ
ーゼ（ADH1, ADH4）及びグリセロール 3リン酸デヒドロゲナーゼ（GPD1, 
GPD2）を破壊して、さらにサイトゾルにおいてピルビン酸デヒドロゲナーゼ複
合体を発現させることにより、サイトゾルでのグルコースからアセチル CoAへ
の代謝を強化することで、120 mg/Lの 1-ブタノールを生産したことを報告して
いる。 
 
 
Fig. 6 （A）イソブタノール生合成経路および（B）1-ブタノール生合成経路 
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6 本研究の目的 
 酵母 S. cerevisiae を用いて、CBPによりエタノール等の有用物質を高効率で
生産するためには、遺伝子組換えによりバイオマス糖化能力やキシロース資化
能力を付与することが必要となる。そのため、バイオマス糖化能力やキシロー
ス資化能力を酵母に付与する研究が盛んに行なわれているが、工業的にリグノ
セルロース系バイオマスから種々の有用物質を生産するには、これらの能力を
向上させるための更なる技術開発が必要である。第 1章では、セルロースの効
率的な分解のために、酵母細胞表層に提示したセルラーゼの活性を向上させる
技術の開発を行った。第 2章では酵母のキシロース資化能を向上させるための
技術の開発を行った。そして、第 3章ではリグノセルロース系バイオマスをよ
り有効に活用するために、エネルギー物質の前駆体となる、1,2,4-ブタントリオ
ールを S. cerevisiaeを用いて生産する技術の開発を行った。 
 
第 1章 Saccharomyces cerevisiaeにおける高効率セルラーゼ細胞表提示技術の
開発 
 CBPの実現のためには、高い糖化能力と高い発酵能力を兼ね備えた微生物が
必要不可欠である。本研究では、高いエタノール生産能力を持つ S. cerevisiae
に糖化能力を付与するために、セルラーゼ細胞表層提示技術に着目した。セル
ラーゼ細胞表層提示酵母において、セルラーゼは細胞表層タンパク質に融合さ
れ、酵母細胞表層に固定化される[59]。セルラーゼ表層提示酵母の利点とし
て、糖化-発酵終了後に菌体を回収することでセルラーゼを同時に回収できるこ
とが挙げられる。回収した菌体およびセルラーゼは再び糖化-発酵に用いること
ができることから、セルラーゼ表層提示は CBPにおいて目的生産物質の生産コ
ストを削減するために非常に有効な手段である[60]。しかしながら、酵母細胞
壁に結合できるタンパク質の量には限りがある。そのため、セルラーゼ表層提
示酵母の 1細胞あたりのセルラーゼ酵素活性は制限されると考えられる。そこ
で本研究では、定常期の細胞壁において最も存在量が多いとされているタンパ
ク質の１つである Sed1をコードする遺伝子を破壊することにより、表層提示
できる酵素量の向上を試みた。また開発した株の表層提示効率を評価するため
に、質量分析計を用いて表層提示した酵素の定量を試みた。 
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第 2章 Saccharomyces cerevisiaeにおけるキシロースからのエタノール生産能
の強化 
 リグノセルロース系バイオマスからのエタノール生産において、エタノール
生産量を向上させるためには、グルコースだけでなく、グルコースに次いで多
く含まれるキシロースも資化できる必要がある。本研究では、S. cerevisiaeへの
キシロース資化能付与のためにキシロースイソメラーゼ（XI）を導入した。し
かしながら、XIを導入した酵母では、キシロースからのエタノール収率は高い
ものの、エタノール生産速度が非常に遅いことが問題となっている[61]。過去
の研究より、キシロースレダクターゼ（XR）/キシリトールレダクターゼ
（XDH）を導入した酵母では、アルカリホスファターゼをコードする PHO13を
破壊することで、キシロースからのエタノール生産速度や収率が向上すること
がわかっている[62–64]。そこで、この研究で作成した XI導入酵母においても
PHO13を破壊することで、キシロースからのエタノール生産速度および収率の
向上を試みた。また、PHO13破壊株のキシロースを基質とするエタノール発酵
中の、細胞内代謝物の網羅的解析および全遺伝子発現量解析を行うことで、
PHO13の破壊がキシロースの代謝に与える影響を詳細に調べた。 
 
第 3章 Saccharomyces cerevisiaeを用いた 1,2,4-ブタントリオール生産技術の開発 
 リグノセルロース系バイオマスからは、微生物発酵によりエタノール以外に
も様々な化合物を生産することが可能である。本研究では S. cerevisiaeを用い
てキシロースから 5段階の反応で、エネルギー物質の合成前駆体となる 1,2,4-
ブタントリオール（BT）の生産を試みた。BTをニトロ化して合成される 1,2,4-
ブタントリオールトリナイトレートはロケットの推進剤や、ニトログリセリン
の代替品として利用されるなど非常に有用な化合物である[65]。S. cerevisiae
は、E. coli等の細菌と比べて頑強な細胞構造を有し、発酵ストレス（pH、温
度、発酵阻害物など）への耐性が高いことから、リグノセルロース系バイオマ
スを原料とする物質生産に適していると考えられている。しかしながら、これ
までに S. cerevisiaeによる BT生産の報告例はない。そこで、本研究では、S. 
cerevisiaeを用いた高収率での BT生産を試みた。 
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第 1章 Saccharomyces cerevisiaeにおける高効率セルラーゼ 
細胞表提示技術の開発 
1-1緒言 
 リグノセルロース系バイオマスは、大量に存在して安価で再生可能な資源で
あることから、バイオエタノール生産の原料として期待されている。しかしな
がら、リグノセルロース系バイオマスは強固な構造を有しており、発酵に利用
可能な糖にまで分解するためには、大きなエネルギーと多量の酵素の混合物が
必要となる [1–4]。近年、酵素の生産、バイオマスの糖化、発酵によるエタノ
ール生産を一挙に行う統合バイオプロセス（Consolidated bioprocessing: CBP）が
リグノセルロース系バイオマスからのエタノール生産コストを削減するうえで
有望なアプローチとして注目を集めている [5–7]。リグノセルロース系バイオ
マスの主要成分の１つである、セルロースはグルコースが β-(1,4)-グルコシド結
合した多糖である。CBPを達成するためには、効率的にセルロースを分解でき
てエタノールの生産能も高い微生物が必要となる。酵母 Saccharomyces 
cerevisiaeは、高いエタノール生産性を有し、バイオマス前処理物に含まれる発
酵阻害物や、熱ストレスへの耐性も高く、遺伝子組換えも容易であることから
工業的なエタノール生産によく用いられている。しかしながら、元来 S. 
cerevisiaeは、セルロースを分解するためのセルラーゼを生産しない。そこで、
外部からのセルラーゼの添加を最小限に抑えたうえで、効率的にセルロースを
分解するために、セルラーゼ表層提示酵母が開発されてきた [8–13]。セルラー
ゼ表層提示酵母とは、細胞壁や細胞膜のタンパク質（アンカータンパク質）に
セルラーゼを融合して、細胞表層にセルラーゼを固定化した酵母のことであ
る。アンカータンパク質には、酵母細胞表層タンパク質の 1種であるグリコシ
ルホスホファチジルイノシトール（GPI）タンパク質が広く用いられている。セ
ルラーゼ表層提示酵母において細胞表層のセルラーゼ活性は、酵母の生育が続
く限り持続することが知られている [14]。また、発酵終了後に酵母細胞を回収
することで細胞表層に固定化された酵素も同時に回収できる。そのため、菌体
および酵素を糖化・発酵に繰り返し利用できるため酵素を加えるコストの削減
につながる [15]。 
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 表層提示のためには、Fig. 1-1に示すようにタンパク質分泌シグナル配列、セ
ルラーゼ遺伝子、アンカータンパク質遺伝子から成る遺伝子カセットを、遺伝
子組換えにより酵母に導入する必要がある。近年の研究により、表層提示のた
めの遺伝子カセットに S. cerevisiaeの SED1のプロモーターと、SED1の GPIアン
カードメインを同時に用いることで（Fig. 1-1）、高いセルラーゼ酵素活性が得
られることがわかってきた [16, 17]。この SED1アンカリングシステムによって
Aspergillus aculeatusの β-グルコシダーゼ（BGL1）を表層提示した株は、従来の
TDH3 プロモーターと SAG1アンカーによって BGL1を表層提示した株にくらべ
て、表層の BGL活性が 8.4倍に向上したことが報告されている [16]。 
 バイオマスの効率的な糖化のためには、より高いセルラーゼ活性をもつセル
ラーゼ表層提示酵母の開発が必要である。しかしながら、表層提示酵母の 1細
胞あたりの酵素活性は、細胞壁に結合できるタンパク質の量の限界から、制限
されていると考えられる。実際に、SED1アンカリングシステムにより BGL1を
表層提示した株では、培養 48 h以降はほとんど BGL活性の向上が見られず、長
時間の培養により表層提示タンパク質の提示量が飽和していることが示唆され
ている [16]。そのため、1細胞あたりのセルラーゼ活性を向上させるために
は、より多くのタンパク質を細胞壁に結合できる様にすることが必要であると
考えられる。 
 S. cerevisiaeは約 60種類の GPIタンパク質を有しており、そのほとんどは細
胞壁の β-1,6-グルカン層に共有結合していると考えられている [18]。外来の表
層提示タンパク質は細胞壁に元来存在する GPIタンパク質と、細胞壁上の結合
スペースを確保する上で競合していると考えられる [19]。Sed1はストレス誘導
性の GPIタンパク質であり、定常期の細胞において最も豊富に存在する細胞壁
タンパク質の 1つである [20]。本研究では、酵母細胞壁に元来存在する Sed1
をコードする遺伝子を破壊することで、Sed1によって占められていた細胞壁の
空間をセルラーゼの表層提示に利用することが可能であると仮説を立てた。
SED1破壊による表層提示効率への影響を調べるために、SED1破壊株に A. 
aculeatus由来の BGL1を表層提示して、BGL活性測定を行った。さらに、SED1
破壊株において表層提示効率が向上していることを検証するために、質量分析
計による表層提示酵素の相対定量を試みた。最後に、セロビオースからのエタ
ノール生産を行い、SED1破壊株の発酵能力を評価した。 
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Fig. 1-1 セルラーゼ表層提示のための遺伝子カセット 
従来の SAG1アンカリングシステムでは TDH3 promoterと SAG1 anchorを用いていた。近年、よ
り表層提示効率のよい S. cerevisiae由来の SED1 promoterと SED1 anchor併用した SED1アンカリ
ングシステムが開発された [16]。 
 
1-2細胞表層提示株の構築 
 本研究では、表層提示できる酵素量を増加させるために S. cerevisiae BY4741
株から SED1を破壊した BY4741sed1Δ株を宿主株に用いた。SED1のプロモータ
ーとアンカードメインによって A. aculeatus 由来の BGL1を表層提示するため
に、プラスミド pIBG-SS（Fig. 1-2）[16]を相同組換えによって BY4741sed1Δの
HIS3の遺伝子座に組み込み、BYsed1Δ-BG株を作出した。 
 以降の実験では BYsed1Δ-BG株及び、BY4741の野生株に pIBG-SS を導入した
コントロール株 BY-BG-SS [16]を用いた。この実験で用いた全ての株を Table1-1
に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1-2 pIBG-SS の構造 
融合遺伝子 BGL1-SED1の発現には、S. cerevisiae内生の SED1プロモーターと SAG1ターミネータ
ーを用いている。分泌シグナルはクモノスカビ Rhizopus oryzae のグルコアミラーゼをコードす
る遺伝子由来のものを用いている。 
pIBG-SS
8940 bp
HIS3
SED1promoter
BGL1
Secretion signal
SAG1
terminator
SED1
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1-3細胞表層の BGL活性測定 
 BY-BG-SSおよび BYsed1Δ-BGの細胞表層の BGL活性を、p-nitrophenyl-β-D-
glucopyranoside（pNPG）を用いた活性測定法により評価した。コントロール株
（BY-BG-SS）では、BGL1活性は培養の最初の 48 hで急速に増加し、以降の増加
はほとんど見られなかった。この結果は、以前の報告 [16]とよく一致するもの
であった。対照的に、BYsed1Δ-BGの BGL1活性は培養 72 hまで増加した。 培
養 72 hにおける BYsed1Δ-BGの BGL1活性はコントロール株に比べて 22％高く
なった。また、細胞増殖に対する SED1破壊の影響を検証した。Table 1-2に示
す様に、YPD培地において、コントロール株および BYsed1Δ-BGの増殖に大きな
違いはなかった。 
 過去の研究において、SAG1アンカーと融合したタンパク質の表層提示効率
が、SED1破壊により向上したことを示されている[21,22]。Kuroda et al. [21]は、
SED1アンカーにより表層提示した FLAGタグの付いた赤色蛍光タンパク質の免
疫染色効率が、SED1破壊および表層提示カセットの高コピー数プラスミドでの
発現を組み合わせることにより改善されたことを報告している。 Kotaka et al. 
[22]は、SED1破壊により、SAG1アンカーを用いて表層提示した BGL1の活性が
向上したことを報告している。しかしながら、これら過去の研究では、SED1の
破壊により表層提示効率が向上した要因は不明であった。そこで本研究では、
表層提示されたタンパク質の比較定量分析を行うことで、SED1の破壊が BGL1
の表層提示量に与える影響について調べた。 
 
 
Table1-1 本実験で用いた株の一覧 
Strain Relevant genotype Source 
BY4741 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 Thermo Fisher Scientific 
BY4741sed1Δ BY4741, sed1Δ::kanMX4 Thermo Fisher Scientific 
BY-BG-SS BY4741/pIBG-SS Inokuma et al. [16] 
BYsed1Δ-BG BY4741sed1Δ/ pIBG-SS This study 
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Fig. 1-3 細胞表層に提示された BGL1の活性の経時測定 
エラーバーは 3つの独立した実験の標準偏差を示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1-4酵母細胞壁に結合した BGL1の比較定量 
 培養 72 hにおける BY-BG-SSおよび BYsed1Δ-BGの細胞壁タンパク質を抽出し
て、細胞壁における BGL1の量を比較した。BY-BG-SSおよび BYsed1Δ-BGの 10 
Table 1-2 BY-BG-SSと BYsed1Δ-BGの生育能の比較 
Strain μmax (h-1) 
Final cell density 
(g dry cells/L at 96 h) 
BY-BG-SS 0.397 ± 0.016  3.52 ± 0.10 
BYsed1Δ-BG 0.383 ± 0.011 3.35 ± 0.03 
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mg湿菌体細胞から抽出された細胞壁タンパク質の総量は、それぞれ 58.1 ± 3.3
および 51.2 ± 2.7 μgであった。抽出された細胞壁画分に含まれる、タンパク質
の同定および相対定量は、ナノスケール液体クロマトグラフとタンデム四重極
質量分析計から成る nano-UPLC-MSEを用いて実施した。同定された細胞壁タン
パク質および検出されたペプチドを、それぞれ Table 1-3および付録 Table S1に
示した。BY-BG-SSおよび BYsed1Δ-BGの両株において A. aculeatus BGL1に由来す
る 35のペプチドが検出された。細胞壁画分に含まれる BGL1の相対定量分析の
結果は Fig. 1-4に示した。培養 72 hにおける、BYsed1Δ-BGの単位乾燥細胞重量
当たりの BGL1の量は、BY-BG-SSよりも 19％高く、培養 72 hにおけるこれらの
株の BGL1活性測定の結果と一致するものであった（Fig. 1-3）。この結果は、
SED1の破壊による細胞表層の BGL1の活性の向上が、細胞壁における BGL1量
の増加によるものであったことを示唆している。 
 以前の研究では、細胞壁に関連するタンパク質の量は、フローサイトメータ
ー（FACS）および蛍光顕微鏡を用いて評価されてきた [21, 23]。しかしなが
ら、これらの従来技術では、酵母細胞壁に固定化されたセルラーゼの定量化の
ためにはいくつかの問題があった。まず、FACSと蛍光顕微鏡観察では蛍光タン
パク質または蛍光タグ標識したタンパク質しか検出できなかった。さらに、
FACSは細胞内タンパク質と細胞壁タンパク質を識別することができない。一
方、タンデム質量分析計を用いた分析方法方法は、蛍光標識なしでセルラーゼ
を直接検出することができる。更に、細胞壁タンパク質を分析前に酵母細胞か
ら分離することができるために、細胞壁に固定化されたセルラーゼを特異的に
定量することができる。酵母細胞表層技術は、バイオ吸着剤、バイオセンサ
ー、および生体触媒など広範な用途に使用されている [24–26]。タンデム質量
分析計を用いた分析方法は、セルラーゼ以外のタンパク質を表層提示した際に
も、表層提示効率を評価する上で有望なアプローチになり得ると考えられる。 
 本研究では、Sed1を含むほとんどの細胞壁 GPIタンパク質は、BY-BG-SSおよ
び BYsed1Δ-BGの両株において検出されなかった。S. cerevisiaeの細胞壁タンパ
ク質 Cwp1、Ecm33、Pir1、および Bgl2のみ同定されたが（Table 1-3）、両株に
おいて、これら 4つのタンパク質の存在量に有意差はなかった。タンパク質の
同定は、各タンパク質をトリプシン消化して得られたペプチドの正確な質量測
定に基づいて行われる。しかしながら、GPIタンパク質はしばしば O-および N-
グリコシド結合糖鎖を豊富に含む [27]。特に Sed1は分子全体に豊富なグリコ
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シル化部位を含む。従って、GPIタンパク質由来のいくつかのトリプシンペプ
チドの質量は、グリコシル化によって劇的に変化し、タンデム質量分析法によ
る GPIタンパク質の同定および定量化を困難にしていることが予想された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1-4 nano-UPLC-MSEを用いた細胞壁 BGL1量の比較定量 
各試料について 3回の独立したプロテオーム解析を実施した。アスタリスクは、スチューデン
トの t検定を用いて評価したときに、BGL量が統計的に有意な（p <0.05）差があることを示し
ている。 
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1-5 BGL1表層提示酵母を用いたセロビオースを基質とするエタノール発酵 
   SED1破壊が S. cerevisiaeの発酵能力に及ぼす影響を評価するために、培養
72 hの BY-BG-SSおよび BYsed1Δ-BGを用いて、100 g/Lのセロビオースを基質に
用いた発酵試験を行った。 BY-BG-SSおよび BYsed1Δ-BGは共に、発酵 10 hで
100 g/Lのセロビオースをほぼ全量消費した（Fig. 1-5A）。エタノールの生産量
はそれぞれ、41.8 ± 0.8および 42.3 ± 1.5 g/Lであった（1-5B）。BYsed1Δ-BGは
BY-BG-SS に比べ高い BGL1活性を示したにも関わらず、両株のセロビオース分
解速度およびエタノール生成速度に有意な差は見られなかった。原因として
は、BGL1に対する生産物阻害が考えられる。 BY-BG-SSおよび BYsed1Δ-BGのセ
ロビオース分解速度はグルコース消費速度（Fig. 1-6）より早く、消費しきれな
かった余剰なグルコースが発酵培地中に蓄積されたと考えられる（Fig. 1-
5C）。発酵の初期段階では、BYsed1Δ-BGのセロビオース分解速度は BY-BG-SS
よりもわずかに早く（Fig. 1-5A）、実際に BY-BG-SSよりも BYsed1Δ-BGの方が高
濃度のグルコースが培地中に蓄積していた（Fig. 1-5C）。Decker et al. [28]は、A. 
aculeatusの BGL1活性がグルコースによって阻害されることを報告している。
従って、BYsed1Δ-BGにおける高濃度でのグルコースの蓄積は、BYsed1Δ-BG に
おいてより強く BGL1活性が阻害されていることを示唆している。そのため
に、BY-BG-SSおよび BYsed1Δ-BGのセロビオース分解速度に差が見られなかっ
たと考えられる。 
 
Table 1-3 nano-UPLC-MSEにより同定された細胞壁タンパク質 
Protein name Description 
A. aculeatus Bgl1 A. aculeatus β-glucosidase 
Cwp1 GPI-anchored protein that localizes to birth scars of daughter cells 
Ecm33 GPI-anchored protein of unknown function, possible role in apical bud growth 
Pir1 O-glycosylated protein required for cell wall stability 
Bgl2 Endo-β-1,3-glucanase 
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Fig. 1-5 セロビオースを基質とするエタノール発酵における、 
(A) セロビオース、(B) エタノール、(C) グルコース濃度の経時変化 
エラーバーは 3つの独立した実験の標準偏差を示している。 
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Fig. 1-6 BY-BG-SSおよび BYsed1Δ-BGの、グルコース消費速度とセロビオース分
解速度の比較 
エラーバーは 3つの独立した実験の標準偏差を示している。 
 
 
 
1-6結論 
 表層提示酵素の酵素活性を制限する要因の 1つとして、細胞壁に提示できる
タンパク質の量には限りがあり、酵母細胞壁に元来存在する GPIタンパク質と
表層提示したタンパク質が競合していることが考えられる [16, 19]。本研究で
は、細胞表層上での結合スペースの競合を緩和するために、細胞周期の定常期
において細胞壁に最も豊富に存在する Sed1 [20]をコードする遺伝子を破壊した
株を用いた。 
 BGL活性測定および細胞表層タンパク質の相対定量の結果より、SED1破壊株
では表層提示した BGL1の量が増加して、酵素活性が向上していることが明ら
かとなった。しかしながら、セロビオースを基質とするエタノール発酵ではエ
タノールの生産速度や生産量に有意差は見られなかった。 
 本研究では、細胞表層に BGL1のみを提示した。しかしながら、リグノセル
ロース系バイオマスを原料にエタノールを製造する場合、これらの原料を効率
 40 
的に分解するためには性質の異なる複数のセルラーゼを用いた相乗反応が必要
である [26]。複数のセルラーゼを表層提示した株において表層提示した酵素
は、酵母に本来存在する GPIタンパク質以外にも、表層提示した酵素間でも結
合スペースを確保する上で競合すると考えられる。さらなる研究が必要ではあ
るが、SED1および他の細胞壁タンパク質をコードする遺伝子の破壊は、細胞表
面上に複数の酵素を提示する上で効果的な手法であると考えられる。 
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1-7 実験操作 
・使用菌体及び培地 
 プラスミドの増幅には全て、Escherichia coli NovaBlue (Merck Millipore, 
Darmstadt, Germany）を用いた。NovaBlueは、100 μg/mL アンピシリンを含む
Luria-Bertani培地（10 g/L tryptone, 5 g/L yeast extract, and 5 g/L NaCl）で培養し
た。 
 本研究で作成した表層提示酵母を評価するためのコントロール株として、過
去に当研究室で作成された BY-BG-SS [16]を用いた。SED1欠損株 BY4741sed1Δ
は、Yeast Deletion Mat-A Complete Set（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA）より取得した。酵母のスクリーニングおよび前培養には、SD培地 [6.7 
g/L yeast nitrogen base without amino acids（Difco Laboratories, Detroit, MI, 
USA）、20 g/L glucose]に株の栄養要求性に合わせてアミノ酸・核酸を加えたも
のを用いた。YPD培地 [10 g/L yeast extract、 20 g/L Bacto-peptone（Difco 
Laboratories）、20 g/L glucose]は、酵素活性、生育試験、エタノール生産のため
の培養に用いた。  
 
・酵母形質転換 
 SED1アンカリングシステムによる BGL1表層提示のために、プラスミド
pIBG-SS[16]を用いた。pIBG-SSは酵母の形質転換に用いる前に制限酵素 NdeIで
切断して、Wizard SV Gel and PCR Clean-Up system（Promeaga, Madison, WI, USA）
を用いて精製した。酵母の形質転換は Chen et al. [29]によって報告されてい
る、酢酸リチウムを用いた One-step transformation法に従い行った。まず、菌
体を 5 mLの SD又は YPD液体培地にて 30℃で 16〜20 h培養した後、菌体濃度
（OD600）を測定して 10/（OD600） mL分の培養液から菌体を回収した。以下に
示す Transformation-buffer 100 μLを加えて 1回洗浄した菌体に、10 μLの形質転
換用遺伝子断片と 10 μLの carrier DNA 、そして 100 μL Transformation-buffer
を加えて混和した。42℃で 1 hインキュベートした後に、遠心して回収した菌
体を 800 μLの滅菌水に懸濁して、SDプレートに 200 μL播種した。 プレートは
30℃でインキュベートして、生えてきたコロニーの内、コロニーPCRで目的位
置に遺伝子断片が導入できていることが確認できたものを以降の実験に用い
た。 
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＜Transformation-buffer組成＞ 
50% (w/v) PEG3350       400μL 
1 M ジチオレイトール  50μL 
2 M 酢酸リチウム         50μL 
Total           500 μL 
 
・BGL活性測定 
 BGL表層提示酵母の細胞表層の BGL活性は、p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside
（pNPG）を基質に BGLにより pNPGから遊離する p-Nitrophenol（pNP）の量
を、波長 400 nmの吸光度変化を観測することにより求めた。 
 BGL活性測定に用いる菌体は、まず 5 mLの SD培地で 24 h培養した。その
後、YPD培地 50 mLに、OD600=0.05になるように植菌して 24 h毎に 5 mLずつサ
ンプリングして活性測定に使用した。サンプリングした菌体は蒸留水で 2度洗
浄後、重量を測定して、1 g wet cells/Lになるように蒸留水に再び懸濁した。
100 μLの菌体を 400 μL の 2 mM pNPG 溶液（50 mM クエン酸ナトリウム 
buffer, pH 5.0を用いて調製）に加えた。反応は 30°C、500 rpmで振とうして行
い、10 min後に 500 μLの 3.0 M炭酸ナトリウム溶液を加えることで反応を終了
させた。遊離した pNpの量は波長 400 nmで観測し、モル吸光係数は 18,720 M-
1 cm-1 [16]を用いた。酵素活性 1 Uは、毎分 1 μmol の p-nitrophenol を遊離させ
ることができる酵素量と定義する。 
 
・生育試験 
 前培養した BY-BG-SSおよび BYsed1Δ-BGを、L字型試験管の YPD培地（5 
mL）に、初期菌濃度 OD660=0.05で接種した。培養は 30 °Cで行い TVS062CA Bio-
photorecorder（Advantec Toyo、Tokyo、Japan）を用いて 30 min毎に OD660を測
定した。最大比増殖速度（μmax）は、以下に示す式を用いて、培養 12 hから 14 
hの OD660の値を用いて計算した。 
μ=2.303 (log10OD2 - log10OD1)/(t2 - t1) 
t1（12h）および t2（14h）における OD600をそれぞれ OD1および OD2とした。 
・細胞壁タンパク質の抽出 
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 前培養した BY-BG-SSおよび BYsed1Δ-BGを、初期 OD600が 0.05になるように
50 mLの YPD培地に接種し、シェーカーインキュベーター（30℃, 150 rpm）で
72 h好気的に培養した。菌体は 1000 × g（20℃, 10 min）で遠心分離により回収
して、蒸留水で 2回洗浄した。細胞壁タンパク質の抽出は、Kutty et al. [30]によ
り報告されている方法を参考に行った。スフェロプラスト形成が完了するま
で、洗浄した細胞を 37℃で β-1,3グルカナーゼ（lyticase、CelLytic Y Plus kit、
Sigma-Aldrich、St.Louis、MO、USA）により処理した。スフェロプラストは、
9300×g（20℃, 5 min）で遠心分離することによって除去し、上清を細胞壁タン
パク質画分として以降の分析に用いた。 10 mgの湿菌体から抽出した細胞壁画
分を 1 mg/mLのウシ血清アルブミン（BSA）10 μLと混合し、真空蒸発器（CVE-
3100, Tokyo Rikakikai, Osaka, Japan）で一晩乾燥させた。乾燥させた抽出物は使
用するまで-80℃で保存した。 
 
・質量分析のためのサンプルの調整 
乾燥したタンパク質サンプルを、38 μLの 0.1％RapiGest SF（Waters 
Corporation、Milford、MA、USA）に再懸濁し、ジチオスレイトールでの還元、
ヨードアセトアミドでの S-アルキル化を行い、1:50（w/w）のトリプシンで 18 
h消化した。 RapiGest SFを、2.5 μLの 10％トリフルオロ酢酸を添加して加水分
解し、不溶性画分（ドデカ-2-オン）を 13000 × g（4℃, 5min）で遠心分離するこ
とにより除去した。消化したペプチドは使用するまで-80℃で保存した。 
 
 
・nano-UPLC-MSEによる分析 
 タンパク質の同定および、ナノスケール超高圧液体クロマトグラフィー・エ
レクトロスプレーイオン化四重極飛行時間型タンデム質量分析法（nano-UPLC-
MSE）による相対定量を、Pacheco et al. [31]による報告を基に下記の方法で行っ
た。 分析には、Symmetry C18トラップカラム（180μm×20mm、粒径 5μm）お
よび HSS T3分析カラム（75μm×150mm、粒径 1.8μm）を装着した、
nanoACQUITY system（Waters Corporation）を用いた。分析カラムの温度は 35℃
に設定した。0.1％ギ酸-水溶液を溶媒 A、0.1％ギ酸-アセトニトリル溶液を溶媒
Bとして移動相に用いた。分析ではまず、各サンプル（1 μL）をトラップカラ
ムに供し、0.5 ％溶媒 Bの移動相を 1分間 15 μL/minで流した。試料溶出は、
 44 
流速 0.5 μL/minで移動相 Bの濃度を 3％から 60％に 60 minのグラジエントで増
加させることにより行った。消化されたペプチドのプレカーサーイオンの質量
およびフラグメントイオンのスペクトルを、液体クロマトグラフィーに直結さ
れた Synapt HDMS質量分析計（Waters Corporation）を用いて測定した。飛行時
間型質量分析計の較正は、human [Glu1]-fibrinopeptide B（Sigma Aldrich）の二荷
のペプチドイオン（m/z 785.8426）から得たMS / MSスペクトルを用いて行っ
た。またMSモードにおいて、二荷イオンのモノアイソトピック質量はデータ
収集後の補正に用いた。Synapt HDMS質量分析計は、50-1990の質量範囲の間で
0.5 sec 毎に、コリジョンセル内が低エネルギー（4eV）と高エネルギー（20-
40eV）の間で切り替わるように設定した。100カウントを超えたイオンは、コ
リジョンセル内でのMSEフラグメンテーションに供された。 
 
・データ処理 
 nano-UPLC-MSEにより得られたデータは、ProteinLynxTM Global SERVER（PLG
S）v2.5.2（Waters Corporation）を用いて処理を行い、タンパク質の同定のため
には A. aculeatus BGL1および BSAのタンパク質の配列を付加した、S. cerevisia
e S288cのデータベース（http://www.uniprot.org/uniprot/?query=taxonomy:55929
2）を参照した。また、処理されたデータファイルからのタンパク質同定は、P
LGS内の IdentityEアルゴリズムを用いた。ペプチドの同定には少なくとも 3つ
のフラグメントイオンの検出、タンパク質同定には 7つのフラグメントイオン
と 1つのペプチドの検出を必要条件とした。タンパク質同定の false positive ra
teは、無作為化されたデータベースを用いて 4％に設定した。Carbamidomethyl 
Cおよび oxidation Mをそれぞれ固定および可変修飾として設定した。 トリプ
シンによる切断部位のミスは 3アミノ酸まで許容した。 
 
・細胞壁 BGL1の比較定量 
 サンプル間の相対的定量分析は、過去の報告 [31]を基に PLGS内の
ExpressionTMソフトウェア（ver. 2）を用いて、同定された各ペプチドの正規化
されたピーク強度を比較することによって行った。BSAを内部標準タンパク質
として用いて、データセットに自動正規化を適用して、プロテオームデータを
標準化した。 
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・セロビオースまたはグルコースを基質とするエタノール発酵 
 前培養した BY-BG-SSおよび BYsed1Δ-BGを、50mLの YPD培地に初期 OD600が
0.05になるように接種し、シェーカーインキュベーター（30℃, 150 rpm）で 72 
h好気的に培養した。菌体は 1000 × g（20℃, 10 min）で遠心分離により回収し
て、蒸留水で 2回洗浄した。発酵は密閉された 100 mLボトルを用いて、10 mL
の発酵用培地（10 g/L yeast extract、 20 g/L Bacto-peptone、100g/L cellobioseま
たは glucose）で行った（30℃, 10 h）。初期菌体濃度は、50g wet cells/ Lで行っ
た。培地中のセロビオース、グルコース、エタノールの濃度は、高速液体クロ
マトグラフィー（HPLC; Shimadzu、Kyoto、Japan）を用いて測定した。分析に
は、Bio-Rad 125-0131 guard cartridge（Bio-Rad、Hercules、CA）と Aminex HPX-
87Hカラムを連結して用いて、屈折率検出器（RID-10A、Shimadzu）を使用し
た。HPLCは、移動相に 5 mM H2SO4（流速 0.6 mL/min）を用いて 65℃で稼働し
た。 
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1-9付録 nano-UPLC-MSEにより検出されたペプチド一覧 
Table S1 Detected peptides of S. cerevisiae cell-wall proteins by nano-UPLC-MSE 
Protein name Residues Peptide sequence 
A. aculeatus Bgl1 
(Length: 843) 
72-84 VNLTTGTGWELEK 
85-94 CVGQTGGVPR 
95-110 LNIGGMCLQDSPLGIR 
131-136 NLAYLR 
 137-147 GQAMGQEFSDK 
 137-162 GQAMGQEFSDKGIDVQLGPAAGPLGR 
 148-162 GIDVQLGPAAGPLGR 
 169-189 NWEGFSPDPALTGVLFAETIK 
 190-201 GIQDAGVVATAK 
 202-212 HYILNEQEHFR 
 236-250 TIHEMYLWPFADAVR 
 342-348 VDDMAVR 
 349-355 IMAAYYK 
 361-378 LYQPPNFSSWTRDEYGFK 
 361-372 LYQPPNFSSWTR 
 373-378 DEYGFK 
 379-389 YFYPQEGPYEK 
 390-398 VNHFVNVQR 
 406-416 KLGADSTVLLK 
 407-416 LGADSTVLLK 
 417-426 NNNALPLTGK 
 429-450 KVAILGEDAGSNSYGANGCSDR 
 430-450 VAILGEDAGSNSYGANGCSDR 
 487-506 GSVYAITDNWALSQVETLAK 
 541-547 NGDNLIK 
 602-614 VNPGAKSPFTWGK 
 608-614 SPFTWGK 
 615-625 TREAYGDYLVR 
 617-647 EAYGDYLVRELNNGNGAPQDDFSEGVFIDYR 
 617-625 EAYGDYLVR 
 730-769 ASSGDPYYGVDTAEHVPEGATDGSPQPVLPAGGGSGGNPR 
 770-776 LYDELIR 
 777-782 VSVTVK 
 787-806 VAGDAVPQLYVSLGGPNEPK 
 861-870 QLPLHAALPK 
Cwp1 32-49 SGSDLQYLSVYSDNGTLK 
(Length: 239) 50-66 LGSGSGSFEATITDDGK 
 50-68 LGSGSGSFEATITDDGKLK 
 69-84 FDDDKYAVVNEDGSFK 
 85-98 EGSESDAATGFSIK 
 106-114 SSSGFYAIK 
 115-124 DGSSYIFSSK 
 125-139 QSDDATGVAIRPTSK 
Ecm33 162-172 KVNVFNINNNR 
(Length: 429) 163-172 VNVFNINNNR 
 248-262 VGQSLSIVSNDELSK 
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 263-284 AAFSNLTTVGGGFIIANNTQLK 
 285-291 VIDGFNK 
 315-336 SVRGGANFDSSSSNFSCNALKK 
Pir1 246-263 SSGTLEMNLKGGILTDGK 
(Length: 341) 256-263 GGILTDGK 
 266-273 IGSIVANR 
Bgl2 42-54 STSDYETELQALK 
(Length: 313) 102-110 AALQTYLPK 
 111-128 IKESTVAGFLVGSEALYR 
 113-128 ESTVAGFLVGSEALYR 
 129-139 NDLTASQLSDK 
 129-144 NDLTASQLSDKINDVR 
 140-156 INDVRSVVADISDSDGK 
 145-161 SVVADISDSDGKSYSGK 
 145-156 SVVADISDSDGK 
 223-254 GSTDITFWVGETGWPTDGTNFESSYPSVDNAK 
 259-265 EGICSMR 
 294-305 HWGVFTSSDNLK 
 306-313 YSLDCDFS 
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第 2章  Saccharomyces cerevisiaeにおけるキシロースからの
エタノール生産能の強化 
2-1緒言 
 酵母 Saccharomyces cerevisiaeは、高い発酵ストレス耐性とエタノール生産性
を有し、遺伝子操作も容易であることから、バイオエタノール生産の宿主微生
物として工業的に広く用いられている。近年、大量に存在して安価で再生可能
な資源であるリグノセルロース系バイオマスがバイオエタノール生産の原料と
して注目を集めている。しかしながら、S. cerevisiaeはリグノセルロース系バイ
オマスを構成する糖の内、グルコースに次いで 2番目に多いキシロースを資化
することができない [1]。 
 そこでリグノセルロース系バイオマスをより有効に利用するため、遺伝子工
学的手法を用いることで、キシロースからエタノールを生産できるキシロース
資化性酵母が開発されてきた。キシロースの資化経路は大きく分けて、酸化還
元経路（XR/XDH経路）と異性化経路（XI経路）の2つがある（Fig. 5）。酸化還
元経路は主に真菌で使われている経路で、S. cerevisiaeに異種生物由来のキシロ
ースレダクターゼ（XR）とキシリトールデヒドロゲナーゼ（XDH）をコードす
る2種類の遺伝子を入れることで、キシロースを資化できるようになる。XRは
NADPHを補酵素にキシロースからキシリトールへの変換反応を、XDHはNAD+を
補酵素にキシリトールからキシルロースへの変換反応をそれぞれ触媒する。も
う一方の異性化経路は主に細菌で用いられている経路で、S. cerevisiaeにキシロ
ースイソメラーゼ（XI）を導入することで、キシロースを資化できるようにな
る。XIによりキシロースはキシルロースに直接変換され、この反応には補酵素
を必要としない。XR/XDH経路とXI経路においてキシルロースは、キシルロキナ
ーゼ（XK）によってキシルロース-5-リン酸（X5P）に変換され、ペントースリ
ン酸経路（PP経路）、解糖系を経て最終的にエタノールに変換される。しかし
ながら、両経路ともにS. cerevisiaeで用いるには問題点がある。XR/XDH導入酵母
はキシロースの消費速度は速いが、XRとXDHの使用する補酵素の違いが細胞内
の酸化還元バランスの崩壊を招き、キシリトールの細胞内外への過剰な蓄積を
引き起こして、キシロースからの高収率でのエタノール生産を妨げている [2–
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4]。一方、XI導入酵母はキシリトールの蓄積が非常に少なく、キシロースから
高収率でのエタノール生産の宿主として適していると考えられる。しかしなが
ら、XI導入酵母ではキシロースの消費速度及び、エタノールの生産速度が
XR/XDH経路導入株に比べて非常に遅いという欠点がある [5]。 
 これまで、キシロースからのエタノール生産能を向上させるために、様々な
手法がとられてきた。効果的な手法としては、内生のキシルロキナーゼ遺伝子
（XKS1）の過剰発現や、PP経路を構成する遺伝子など、キシロース代謝に関与
する遺伝子の発現強化があげられる [6, 7]。また、S. cerevisiaeはキシロースに
特異的なトランスポーターを有していない。そこで、内生の比較的キシロース
に親和性の強いトランスポーターや外来のキシローストランスポータを過剰発
現することで、キシロースの取り込み能力が向上する事が報告されている 
[4]。 
 近年、Ni et al. [8]のトランスポゾンを利用したランダム変異導入実験によ
り、酵母内生のアルカリホスファターゼをコードする遺伝子（PHO13）に変異
の入ったXR/XDH導入酵母では、キシロース資化能が向上することが明らかとな
った。Pho13はアルカリホスファターゼ活性を持つ酵素であることがわかって
いるが、酵母細胞内での具体的な働きについては未知である。これまでXR/XDH
導入酵母においては、PHO13の破壊によってキシロースの資化速度やキシロー
スからのエタノール生産速度が大幅に向上することが多数報告されている [9–
13]。またXI導入酵母においても、PHO13の破壊によりキシロースを単一炭素元
とする培地において生育が向上することがわかっている [14]。しかしながら、
PHO13の欠損により、S. cerevisiaeのキシロース資化能が向上する理由は明らか
でない。そこで本研究では、PHO13遺伝子の欠損が 
S. cerevisiaeのキシロース資化能を向上させるメカニズムの解明を試みた。 
 本研究では、嫌気性真菌Orpinomyces sp.由来のXI遺伝子（XylA）を導入したS. 
cerevisiaeからPHO13を破戒した。そして、キシロースを単一炭素源とする培地
を用いて発酵試験を行い、PHO13の破壊がXI導入酵母におけるキシロースの消
費速度やエタノールの生産速度に与える影響を調べた。更に、PHO13の欠損が
キシロース発酵中の酵母細胞に与える影響を詳しく調べるために、DNAマイク
ロアレイを用いた網羅的な遺伝子発現解析および、液体クロマトグフ・トリプ
ル4重極型質量分析系（LC-MS-MS）を用いた酵母細胞内代謝物の網羅的な解析
を行った。 
 
 54 
2-2 キシロース資化性酵母株の構築 
 XR/XDH経路では酸化還元バランスの問題があるため、本研究ではPHO13欠損
の効果をより明確にするため、XI導入酵母をPHO13破壊の宿主に用いた。 
 細菌由来のXI遺伝子は、S. cerevisiaeでキシロースを資化できるのに十分な活
性をもつ状態で発現させるのが困難であったが、ここ10年ほどの研究で嫌気性
腸内真菌のPiromyces sp. E2やその近縁種もXIを保有していることがわかり [15, 
16]、S. cerevisiaeでも機能発現できることが明らかとなった。 
 本研究ではまずS. cerevisiae YPH499株から、内生のアルドースレダクターゼに
よりキシロースからキシリトールが生産されるのを防ぐために[17]、アルドー
スレダクターゼをコードするGRE3を5-フルオロチン酸（5-FOA）を利用した
URA3マーカーリサイクル法 [18]により破壊して、YΔG株を作成した。さらに、
S. cerevisiaeではキシルロースからキシルロース-5リン酸への反応を触媒するキ
シルロキナーゼ（XK）活性が高くないことが知られている [19, 20]。そこで内
生のXK遺伝子（XKS1）を、強力なTDH3プロモーターの制御下で発現するため
に、プラスミドpIUXKをYΔGのゲノム上に組み込んでYΔG/XK を作成した。過去
の研究から、嫌気性真菌Orpinomyces sp. 由来のXI遺伝子（XylA）はS. cerevisiae
でも活性を持つことがわかっている[16]。しかしながら、XylAを1コピーだけ導
入した株ではXI活性が低く、キシロースらキシルロースへの変換が非常に遅い 
[21]。本研究では、XylA遺伝子を酵母染色体上に多コピー導入する事で、XI活性
の向上を試みた。酵母のレトロトランスポゾン（Ty因子）末端の反復配列であ
るδ配列は酵母ゲノム上に150〜200コピー存在する事が知られている。そこ
で、δ配列をターゲットに目的遺伝子を相同組換えにより導入することで、目
的遺伝子を酵母ゲノム上にランダムで多コピー導入する事ができる[22]。
YΔG/XK株にXI遺伝子を多コピー導入するために、δ配列への相同組換え用プラス
ミドpδWXIを形質転換することでYΔG/XK/XIを作成した。最後に、PHO13をG418
耐性遺伝子KanMXで置換して破壊することでYΔGP/XK/XIを作成した。 
  YΔG/XK/XIおよびYΔGP/XK/XIの、ゲノム上のXylAコピー数の定量およびXI活性
測定を行った。YΔG/XK/XIとYΔGP/XK/XIのxylAのコピー数はそれぞれ、15.4 ± 0.7 
と15.0 ± 0.7 であった。またXI活性は0.98 ± 0.12 と 0.82 ± 0.03 U/ mg であっ
た。よって、両株においてXylAのコピー数およびXI活性には、ほとんど差がな
いと考えられる。 
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Fig. 2-1 プラスミドpIUXKおよびpδWXIの構造 
 
2-3 PHO13破壊がエタノール生産能へ及ぼす影響 
 本研究では、コントロール株としてまずXI導入キシロース資化性酵母
YΔG/XK/XIを作成した。そしてそこからPHO13を欠損させたYΔGP/XK/XIを作成し
た。PHO13の欠損がエタノール生産能に与える影響を調べるために、50 g/Lのグ
ルコースまたはキシロースを単一炭素源とする培地を用いて微好気条件下での
発酵試験を行った。 
 グルコース発酵時は、両株においてグルコースの消費速度、エタノールの生
産速度及び収率において、ほとんど差は見られなかった（Fig. 2-2）。一方キシ
ロース発酵時は、YΔG/XK/XIとYΔGP/XK/XIにおけるキシロース消費速度は、それ
ぞれ1.76 ± 0.01 g/Lと2.08 ± 0.21 g/Lで、エタノール生産速度は0.57 ± 0.01g/Lと
0.88 ± 0.09g/Lで、PHO13破壊株ではキシロース消費速度とエタノール生産速度
の両方において向上が見られた（Fig. 2-3）。また両株において、副生成物のキ
シリトールの蓄積はほとんど見られず、エタノール収率は80.2 ± 2.5 %と86.8 ± 
2.2 %で共に高い値を示し（Table 2-1）、PHO13破壊株ではわずかな向上が見ら
れた。発酵試験中の細胞濃度も、コントロール株では一定であったが、PHO13
欠損株ではわずかに向上が見られた（Fig. 2-4）。 
 過去の研究でも、XR/XDH導入株ではPHO13の欠損により、キシロースの消費
速度、エタノールの生産速度、エタノール収率が向上したことが報告されてお
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り、グルコースからのエタノール生産にはほとんど影響がないことも知られて
いる [9]。今回のXI導入酵母においても、XR/XDH導入株の時と同様に、PHO13の
破壊によりキシロース消費速度、エタノール生産速度、エタノール収率が向上
しており、XI導入酵母でもPHO13の破壊がキシロースからのエタノール生産に
有効であることが明らかとなった。 
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Fig. 2-2 グルコースからのエタノール生産 (a)YΔG/XK/XI (b)YΔGP/XK/XI 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-3 キシロースからのエタノール生産 (a)YΔG/XK/XI (b)YΔGP/XK/XI 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-4 キシロース発酵中の菌体濃度 
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2-4 キシロースを炭素源とする発酵試験中の遺伝子発現量解析及び代謝解析 
 PHO13の欠損による、キシロース発酵中の菌体の遺伝子発現に与える影響を
調べるため、DNAマイクロアレイを用いた網羅的な遺伝子発現解析を試みた。
コントロール株YΔG/XK/XIとPHO13破壊株YΔGP/XK/XIの発酵9 h後における遺伝子
発現量を比較したところ、PHO13欠損株ではキシロース代謝経路の一部である
PP経路中の、GND1、SOL3、TAL1、RKI1、TKL1、STB5 の6つの遺伝子で発現量の
向上が見られた。また解糖系及び糖新生を構成する遺伝子では、ENO1で発現量
が向上、GOR1、PYK2、SIP4、RDS2で発現量の減少が見られた。TCAサイクル及
び呼吸鎖の遺伝子では、NDE1、ACO1、ACO2、SDH2、IDH1、IDH2、ATP7、
ATP19、SDH4、SDH3、CMC2、ATP15 で向上が、 PYC1、NDE2 で減少が見られ
た。そしてピルビン酸からのエタノール生産と酢酸生合成経路の遺伝子では
ALD6、PDC1で向上が、ADH2、ALD5、PDC6で減少が見られた（Table 2-2）。ま
た、PHO13破壊株では、細胞周期に関する135の遺伝子で発現量の変化が見られ
た。 
 XR/XDH導入株でのPHO13欠損による細胞内の遺伝子発現の変化については過
去の研究で詳しく調べられている。Kim et al. [23]の報告によると、PHO13の欠
損により、PP経路の遺伝子とエタノール生産関連の遺伝子（GND1、SOL3、
TAL1、GPM1、ENO1、CDC19、ADH1、ADH5）で発現量が向上、TCAサイクルや
エタノール消費関連の遺伝子（PYC1、CIT3、ALD4、ADH2、ACS1）で発現量が低
下していること報告されている。またPP経路やNADPH生産関連遺伝子の転写調
節因子をコードするSTB5の発現量が向上していたことが報告されている。これ
らの遺伝子は、本研究で発現量の変化していた遺伝子とよく一致するものであ
った。したがって、XR/XDHとXI導入酵母において、PHO13の欠損は遺伝子発現
に同等の効果を与えていると考えられる。PP経路はNADPHの供給や核酸の合成
に関与する経路で、Kimらは上記の遺伝子発現の変化を踏まえて、PP経路の代
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謝が活性化することにより、NAD+を利用するXRとNADPHを利用するXDH間での
酸化還元バランスの乱れが緩和されキシロース代謝能の向上につながっている
ことを提言している。また過去の研究より、S. cerevisiae では キシロース資化
性酵母S. stipitisに比べて、non-oxidative PP経路の代謝が弱いことがわかってお
り [24, 25]、とくにセドヘプツロース7リン酸（S7P）の代謝がS. cerevisiae にお
いてnon-oxidative PP経路の炭素フラックスを制限していると考えられている 
[25–27]。キシロース資化能を付与したS. cerevisiaeにおいてPP経路遺伝子の過剰
発現を行うことで、キシロースからのエタノール収率と生産速度が向上するこ
とがわかっている [7, 28]。PHO13欠損株では、PP経路の遺伝子発現が大きく向
上しており、この事がXI導入酵母でもキシロース代謝が促進された大きな要因
と考えられる。 
 本研究では、遺伝子発現量に加えて、キシロース発酵中の細胞内における、
解糖系、PP経路、TCA回路の代謝物の変化も測定した。遺伝子発現量解析およ
び代謝解析において、特徴的な変化をしていた遺伝子および化合物を代謝経路
に沿って Fig. 2-5に示した。PHO13破壊株ではコントロール株に比べて、PP経路
のS7Pの蓄積量が顕著に減少しており、S. cerevisiae でのキシロース資化のボト
ルネックとなっていたnon-oxidative PP経路の炭素フラックスが強化されている
ことが代謝物の面からも明らかとなった。その他の変化としては、oxidative PP
経路の中間生成物である6-ホスホグルコン酸（6PG）の蓄積がみられた。
oxidative PP経路では中間生成物が脱炭酸されCO2が放出されるため、oxidative 
PP経路の活性化はエタノール生産量の低下につながると考えられている。
PHO13破壊株では、6PGから次の化合物への反応を触媒する6-ホスホグルコン酸
デヒドロゲナーゼをコードする遺伝子（GND1）で発現量が向上していた。
Gnd1は補酵素としてNADP+を必要とするため、GND1の過剰発現によって、
NADP+の供給量が不足して6PGが蓄積したことが考えられる。そのため、
oxidative-PP経路では炭素フラックスが低下して、PHO13破壊株ではエタノール
収率が向上したと考えられる。 
 過去の研究により、PHO13の破壊によりキシロース培地での生育が向上する
ことが明らかとなっている [10, 12, 14]。本研究でも、PHO13欠損株では、キシ
ロースを単一炭素源とする発酵試験中にODの増加が見られた（Fig. 2-4）。
PHO13欠損株では細胞周期に関する125の遺伝子で発現量が向上しており、PP経
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路から供給されるNADPHは生合成と細胞の増加に必要とされている。したがっ
て、PHO13は細胞の増殖にも関与していることが今回の結果から示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-5 PP経路及び解糖系の遺伝子発現および代謝物量の特徴的な変化 
遺伝子発現量は、キシロース発酵 9 hの菌体からRNAを抽出して行った。赤文字の数字は、コ
ントロール株に比べてPHO13破壊株で遺伝子発現量が何倍向上していたかを表している (fold 
change)。代謝物のグラフのcontrolはYΔG/XK/XI、ΔPHO13はYΔGP/XK/XIを表している。6-PG; 6-ホ
スホグルコン酸, 6-PGL;6-ホスホグルコノ-1,5-ラクトン, ATP; アデノシン三リン酸, E4P;エリスト
ール-4-リン酸, F6P; フルクトース-6-リン酸, FBP; フルクトース-1,6-ビスリン酸, G6P; グルコー
ス-6-リン酸, GAP; グリセルアルデヒド-3-リン酸, R5P; リボース-5-リン酸, Ru5P; リブロース5-リ
ン酸, S7P; セドヘプツロース-7-リン酸, X5P; キシルロース-5-リン酸 
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Fold changeはYΔG/XK/XIに対して、YΔGP/XK/XIで何倍発現量が向上していたかを表している。赤
字で示したものは、PHO13破壊株で発現量が向上していた遺伝子、青字で示したものはPHO13
破壊株で発現量が減少していた遺伝子を示している。 
 
 
 
Table 2-2 キシロース発酵 (9 h)で発現量の変化していた遺伝子 
Gene  Category Fold change Annotated function 
SOL3 
Pentose 
phosphate 
pathway 
3.96 6-Phosphogluconolactonase 
GND1 3.60 6-Phosphogluconatedehydrogenase 
TKL1 2.28 Transketolase 
STB5 1.97 Transcription factor 
TAL1 1.87 Transaldolase 
RKI1 1.44 Ribose-5-phosphate ketol-isomerase 
ENO1 
Glycolysis 
and 
gluconeogenesis 
1.26 Phosphopyruvate hydratase 
RDS2 1.22 Transcription factor 
GCR1 1.23 Transcriptional activator 
PYK2 1.43 Pyruvate kinase 
SIP4 2.05 C6 zinc cluster transcriptional activator 
NDE1 
Tricarboxylic 
acid cycle 
and 
respiratory chain 
 
2.06 Mitochondrial external NADH dehydrogenase, a type II NAD(P)H 
ACO1 2.03 Aconitase 
ACO2 1.58 Putative mitochondrial aconitase isozyme 
SDH2 1.52 Iron-sulfur protein subunit of succinate dehydrogenase 
IDH1 1.40 Subunit of mitochondrial NAD
+-dependent isocitrate 
dehydrogenase 
IDH2 1.40 Subunit of mitochondrial NAD
+-dependent isocitrate 
dehydrogenase 
ATP7 1.32 Subunit d of the stator stalk of mitochondrial F1F0 ATP synthase 
ATP19 1.30 Subunit k of the mitochondrial F1F0 ATP synthase 
SDH4 1.25 Membrane anchor subunit of succinate dehydrogenase 
SDH3 1.24 Cytochrome b subunit of succinate dehydrogenase 
CMC2 1.23 Protein of the mitochondrial intermembrane space with a role in respiratory chain complex assembly or maintenance 
ATP15 1.22 Epsilon subunit of the F1 sector of mitochondrial F1F0 ATP synthase 
PYC1 1.45 Pyruvate carboxylase isoform 
NDE2 1.60 Mitochondrial external NADH dehydrogenase, catalyzes the oxidation of cytosolic NADH 
ALD6   
Ethanol 
production 
and 
utilization 
 
2.51 Cytosolic aldehyde dehydrogenase 
PDC1 1.34 Major of three pyruvate decarboxylase isozymes 
ALD5 1.24 Mitochondrial aldehyde dehydrogenase 
PDC6 1.87 Minor isoform of pyruvate decarboxylase 
ADH2 3.20 Glucose-repressible alcohol dehydrogenase II 
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2-5 結論 
 本研究では、XI導入酵母においてPHO13を破壊することでキシロースを単一
炭素源とする発酵試験において、キシロースの消費速度、エタノールの生産速
度及び収率、菌体量の増加が見られた。 
 遺伝子発現解析から、PHO13の破壊による特徴的な変化として、PP経路の
GND1、SOL3、TAL1、RKI1、TKL1で発現量の向上が見られた。さらに代謝解析の
結果、S. cerevisiaeでのキシロース代謝においてボトルネックの一つとなってい
るPP経路のS7Pの蓄積が緩和されており、PP経路の代謝の改善が、キシロース
の資化能が向上した要因の一つであると考えられる。 
 PHO13破壊株ではキシロースを炭素源とした培地での生育が向上することが
知られており、本研究で行った遺伝子発現量解析の結果、PHO13破壊株では細
胞周期に関与する135の遺伝子で発現量が変化していた。またPHO13の破壊によ
りPP経路が強化されており、PP経路から供給されるNADPHは生合成と細胞の増
加に必要であることから、PHO13は細胞の増殖にも関与していることが示唆さ
れた。 
 過去の研究によると、Fujitomi et al. [10]は、XR/XDH導入酵母からPHO13を欠
損させることで、ギ酸、酢酸、フルフラールといった発酵阻害物の存在下で
も、高いエタノール生産性を示したことを報告している。リグノセルロース系
バイオマスから高効率でエタノールを生産するためには、発酵阻害物への耐性
も重要な要素である。本研究で作出した、キシロースからのエタノール収率が
非常に高いXI導入PHO13破壊株YΔGP/XK/XIでも、発酵阻害物、高温、低pH等、
バイオマスの発酵を阻害する要因への耐性も評価していく必要がある。そし
て、第1章で記載したセルラーゼの表層提示と組み合わせて、セルロース及び
キシロースを同時に資化できるような酵母の構築が必要となってくる。  
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2-6 実験操作 
・使用菌体・培地 
 プラスミドの増幅には全て、Escherichia coli NovaBlue（Merck Millipore, 
Darmstadt, Germany）を用いた。NovaBlueは、100 μg/mL ampicillinを含む Luria-
Bertani培地（10 tryptone, 5 g/L yeast extract, and 5 g/L NaCl）で培養した。 
 宿主として S. cerevisiae YPH499 [MATa ura3-52 lys2-801 ade2-101 trp1- 63 his3-
Δ200 leu2-Δ1（Stratagene, La Jolla, CA, USA）]を用いた。酵母の培養には、SD培
地 [6.7 g/L yeast nitrogen base without amino acids（Difco Laboratories, Detroit, MI, 
USA）, 20 g/L glucose]に株の栄養要求性に合わせてアミノ酸・核酸を加えたも
の、または YPD培地 [10 g/L yeast extract, 20 g/L Bacto-peptone（Difco 
Laboratories）, 20 g/L glucose]を用いた。培養は 30°Cで行った。  
 
・プラスミドの構築 
 XK遺伝子過剰発現用プラスミド pIUXKおよび、XylA多コピー導入用プラスミ
ド、pδWXIを作成した。この項で用いた PCR用プライマーを Table 2-3に示す。
pIUXK作成のベクターには pRS406を用い、pRS406は制限酵素 NaeIおよび SacII
で切断した。S. cerevisiaeの XK遺伝子（XKS1）は、プラスミド pRS406XKS [16]よ
り、プライマーTDH3-XK F及び TDH3-XK R を用いて増幅し、PCR産物は SacIIで
切断した。この断片を上記のベクターにライゲーションにより組み込み pIUXK
を作成した。 
 pδWXIの作成ではまず、pWOXYLA [16]よりOrpinomyces sp由来のXylaA遺伝子を
XI F及びXI Rを用いて増幅し、できたPCR断片はEcoRIとSalIで切断した。この断片
をpGK423 [29]のEcoRIおよびSalIで切断したものに、ライゲーションにより組み
こみんだ。できたプラスミドを、NotIおよびXhoIで切断して、PGK1 promoter-XI-
PGK1 terminatorを含む断片を取り出した。この断片を、NotIおよびXhoIで切断し
たδインテグレーション用ベクターpδW [30]にライゲーションにより組みこむこ
とで、pδWXIを作成した。 
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Table 2-3 プラスミドの構築に使用したプライマー 
Name Sequence (5′to3′) 
TDH3-XK F CCGCACCAGTTCTCACACGGAACACCACTA  
TDH3-XK R CCACCGCGGTCAATCAATGAATCGAAAATG  
XI F ATTGAATTCATGACTAAGGAATATTTCCC 
XI R AATGTCGACTTATTGGTACATGGCAACAA  
 
・酵母形質転換 
 形質転換は全て、1-6 実験方法-形質転換に示した方法と同様の方法でおこな
った。 本研究では、S. cerevisiae YPH499株を宿主に、まずGRE3のORF領域を
URA3で置換することで破壊した。できた形質転換体は5-FOAを含むYPD培地に播
種して、URA3が脱落した株を以降の実験で用いた。このGRE3欠損株にEcoRVで
切断したpIUXKを形質転換してYΔG/XKを得た。続いて、XIを多コピー導入するた
めにpδWXIをAscIで切断してYΔG/XKに形質転換して、YΔG/XK/XIを得た。最後に
PHO13をKanMXで置換することで破壊した。PHO13破壊用のDNA断片の作成に
は、Yeast Deletion Mat-A Complete Set（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA）より取得したBY4741ΔPHO13のゲノムDNAをテンプレートに、プライマー
dPHO13-KanMX F (5′-
CAAAAAAAGCCTTATAGCTTGCCCTGACAAAGAATATACAACTCGGGAAAAGATCTGTTTAGC
TTGCCTCGTCCC-3′) およびdPHO13-KanMX R (5′-
ATTTTTCCTTTTCAAAAAGTAATTCTACCCCTAGATTTTGCATTGCTCCTGAGCTCGTTTTCGAC
ACTGGATGGC-3′)を用いて、PCRにより作成した。この断片をYΔG/XK/XIに形質転
換することで、YΔGP/XK/XIを作成した。 
 
・xylAコピー数の測定 
YΔG/XK/XIおよびそこから作出したYΔGP/XK/XIは、ゲノム上のδ配列にランダム
にxylAが組み込まれている。そこで、この2株から抽出したゲノムDNAを用い
て、定量PCRによりxylAコピー数を求めた。この項で用いたプライマーは Table 
2-4に示す。 
 ゲノムDNAの抽出には、Dr. GenTLE (yeast) high-recovery kit（Takara Bio, 
Shiga, Japan）を用いた。xylAコピー数測定のためのプライマーには、qXI F
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とqXI Rを用いた。サンプル間の補正を行うためのハウスキーピング遺伝子に
はPGK1を選び、プライマーはqPGK1 FとqPGK1 Rを用いた。 
PCRにはTHUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（TOYOBO）を用いて、測定にはリアルタ
イムPCR Mx3005P（Agilent Technologies）を使用した。xylAコピー数は、xylAと
PGK1が1コピーずつ乗ったプラスミドを用いて作成した検量線を元に算出し
た。 
 
Table 2-4 コピー数測定用プライマー 
Name Sequence (5′to3′) 
qXI F GATGCTGGTATGCTCGGTTCTA 
qXI R AACCTCCACCACGGATGATT  
qPGK1 F CTTCGGTACCGCTCACAGAG 
qPGK1 R CTTGTCAGCAACCTTGGCA  
 
 
・XI活性測定 
 YΔG/XK/XIおよび YΔGP/XK/XIの XI活性測定は、Zhou et al. [31]によって報告さ
れている方法を参考に行った。YΔG/XK/XIおよび YΔGP/XK/XIを、5 mLの SD培
地で 24 h培養後、10 mMの洗浄用バッファー（10 mM リン酸バッファー、2 
mM EDTA、pH 7.5）で 2度洗浄した。洗浄した菌体をタンパク質抽出バッファ
ー（100 mM リン酸バッファー; pH 7.5、 2 mM MgCl2、1 mM ジチオレイトー
ル）に懸濁して、ビーズにより破砕した。遠心して上清を回収し、酵母タンパ
ク質抽出液として活性測定に用いた。XI活性測定は、キシロース溶液（200mM 
キシロース、100 mM トリス塩酸バッファー; pH 7.5、10 mM 塩化マグネシウ
ム、0.15 mM NADH、2 U/mL ソルビトールデヒドロゲナーセ）に酵母タンパク
質抽出液を加え、30 ℃で 5 min反応させた。NADHの減少量を、波長 400 nmで
経時的に観測してモル吸光係数は 6.3 mM-1 cm-1 を用いた。酵素活性 1 Uは、毎
分 1 μmolのキシルロースを遊離させることができる酵素量と定義する。 
 
・発酵試験 
 発酵試験に用いる菌体は、5 mLのSD培地で24 h培養した。そして、500 mLの
YPD培地に全量を植菌して30°Cで48 h培養した。菌体は滅菌した蒸留水で2度洗
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浄して、50 g/L キシロース または50 g/L グルコースを含むYP培地（10 g/L 
yeast extract、 20 g/L peptone）に、50 g wet cells/Lとなるように植菌し、全量
50mLの系で30°Cで発酵試験を行った。培養上清に含まれる、エタノール、グル
コース、キシロース、キシリトールの定量は、高速液体クロマトグラフィー
(HPLC)（Shimadzu, Kyoto, Japan）を用いて行った。HPLCでの測定にはShim-pack 
SPR-Pb（7.8 mm × 250 mm, particle size 8 μm; Shimadzu）カラムを80 °Cで使用し、
水を移動相に流量0.6 mL/minの条件で分析を行った。各成分の検出には全てRID-
10A refractive index detector（Shimadzu）を用いた。 
 
・液体クロマトグラフ-トリプル 4重極型質量分析系（LC-MS-MS）を用いた酵母
代謝解析 
 キシロース発酵中の細胞内における代謝物量の変化を測定するために、発酵
開始後 3、6、9 hの培養液（5mL）を、15mLチューブに分注した-40°Cのメタ
ノール（7 mL）にサンプリングして混合することで菌体の代謝を止めた [32]。
遠心して回収した菌体に内部標準物質として(+)-10-Camphorsulfonic acid を加
え、そこに 95 °Cで加熱したエタノールを 2 mL加えることで細胞を破壊して、
遠心後の上清を細胞抽出液として回収した [33]。細胞抽出液は Amicon Ultra-
0.5、PLBC Ultracel-3メンブレン 3 kDa（Merck Millipore）にて濾過したのち、
Free Zone 2.5 Plus system（Labconco, Kansas City, MO, USA）を用いて減圧して乾
固させた。サンプルは分析の直前に 50 μLの超純粋で溶解して、トリプル四重
極型 LC/MS/MSシステム（LC, Agilent 1200 series; MS, Agilent 6460 with Jet Stream 
Technology; Agilient Technologies）での分析に用いた。LCの測定にはMastro C18
（Shimadzu GLC Ltd.; 150 × 2.0 mm, particle size, 3 μm）カラムを装着し、カラム温
度は 40°Cで、サンプル注入量は 5 μLとした。移動層は、10 mM トリブチルア
ミン と 15 mM 酢酸（A）とメタノール（B）を用いて、流速は 0.3 mL/minで
以下のようにグラジエントをかけた（0% B at 0 min, 90% B at 24 min, 0% B at 24.1 
min, 0% B at 30 min）。MSの測定はネガティヴイオンモードで行い、各パラメ
ーターの設定は以下の通りである（nebulizer flow, 55 psi; dry gas flow rate, 10 
L/min at 300 °C; sheath gas flow rate, 11 L/min at 380 °C; capillary voltage, 3.5 kV; 
nozzle voltage, 1.0 kV; detector voltage, 1.91 kV）。得られたデータは装置付属の
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MassHunter Quantitative Analysis ver. B04.00 software（Agilient Technologies）を用
いて行った。 
 
・DNAマイクロアレイによる遺伝子発現量解析 
 PHO13の欠損がキシロース発酵中の菌体の遺伝子発現量に与える変化を調べ
るために、上記の発酵試験中の 9 hの菌体から Total RNA Isolation Mini Kit 
（Agilent Technologies）を用いて RNAを抽出した。抽出した RNAの濃度および
品質は、NanoDrop ND-1000 spectrophotometer（NanoDrop, Wilmington, DE）と
Agilent 2100 Bioanalyzer（Agilent Technologies）によって調べた。シアニン 3-CTP
色素による標識は LowInput Quick Amp Labeling Kit（Agilent Technologies）により
行い、標識された cRNAは S. cerevisiae 4 × 44 k microarrays（Agilent 
Technologies）にハイブリダイゼーションした。ハイブリダイゼーションは
65°Cで 17 h行った。マイクロアレイのスキャンには Agilent Single-Color DNA 
Microarray Scanner（Agilent Technologies）を用いて、得られたデータは
GeneSpring GX ver. 11.5.1 software（Agilent Technologies）によって解析した。 
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第 3章 1,2,4-ブタントリオール生産酵母の開発 
 
3-1緒言 
 微生物のキシロース代謝経路は XR/XDH経路や XI経路がよく知られており、
これらの経路を利用して、キシロースからエタノールやキシリトールの生産が
行われてきた。近年、XR/XDH経路や XI経路とは全く異なるキシロース代謝経
路である Dahms/Weimberg 経路（Fig. 3-1）を利用してキシロネートや 1,2,4-ブ
タントリオール（BT）、1,4-ブタンジオール等有用な物質が生産できることが
報告されている[1–5]。 
 BTは様々な医薬品や化成品の原料として利用できだけでなく[6]、BTをニト
ロ化することで、エネルギー物質である 1,2,4,-ブタントリオールトリナイトレ
ート （BTTN）を生産することができる[3, 7–9]。BTTNはロケットの推進剤 
（プロペランロト）や、ニトログリセリンの代替品として利用できる。しかし
ながら、BTTNはニトログリセリンより、衝撃に対して安定、凝固点が低い、
揮発性が低い、熱安定性が高いなどより優れた性能を持っている[3]。また
BTTNは抗がん剤や抗ウイルス剤などの医薬品の原料としても利用できる[7, 
10]。BTは、工業的にはマレイン酸エステルを還元剤または触媒を用いて還元
することで生産されている[11]。ジメチルマレイン酸を NaBH4により化学量論
的に還元して生産する方法がよくとられているが、この方法では 1tのマレイン
酸エステルを還元したとすると、副生成物として 2-5tのホウ酸塩ができてしま
い[11]、大量生産には向いていない。また、銅クロマイトまたはルビジウムを
触媒に用いた還元法も知られているが、銅クロマイトを用いる方法では有害な
六価クロムが放出され環境への負荷が懸念される。ルビジウムを用いる方法で
は 2900-5000 psiの高圧と 135 ℃の高温が必要で、副生成物の生成が問題とな
る。また、ルビジウム自体が非常に高価であることもスケールアップする際に
問題となる[3]。そこで、バイオベースの BT生産方法が模索されてきた。微生
物を用いた BTの生産経路は Niu et al. [3]により報告されており（Fig. 3-2）、近
年大腸菌を宿主に多数の生産報告がある[6, 12–15]。 
 酵母 S. cerevisiaeは種々のストレスに耐性があり、遺伝子組換えも容易であ
ることから、リグノセルロース系バイオマスを原料にした物質生産に適した微
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生物であると考えられている。しかしながら、S. cerevisiaeによる Fig. 3-2に示
した経路を利用した BTの生産報告はない。そこで本研究では、S. cerevisiaeを
用いて、キシロースからの BT生産を試みた。 
 本研究では、まず、Caulobacter crescentus由来のキシロースデヒドロゲナー
ゼ、キシロネートデヒドラターゼ、そして Pseudomonas putida由来の 2-ケト酸
デカルボキシラーゼ（KDC）を S. cerevisiaeに組み込み、キシロースからの BT
生産性を確認した。さらに、BT生産性を高めるために、S. cerevisiae での BT生
産に適した KDCのスクリーニングを行った。最後に、酵母の鉄取り込み能を向
上させることで、鉄硫黄タンパク質であるキシロネートデヒドラターゼ活性を
向上させることで更なる BT生産能の改善を試みた。 
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Fig. 3-1 Dahms/Weimberg経路 
G6P; グルコース-6-リン酸, F6P; フルクトース-6-リン酸, F16P; フルクトース-1,6-ビスリン酸, 
DHAP; ジヒドロキシアセトリン酸, GAP; グリセルアルデヒド-3-リン酸, 13PG; 1,3-ホスホグリセ
リン酸, 3PG; 3-ホスホグリセリン酸, 2PG; 2-ホスホグリセリン酸, PEP; ホスホエノールピルビン
酸; 6PGδL; 6-ホスホグルコノ-1,5-ラクトン, 6PG; 6-ホスホグルコン酸, Ru5P; リブロース5-リン酸, 
R5P; リボース-5-リン酸, X5P; キシルロース-5-リン酸, S7P; セドヘプツロース-7-リン酸, E4P;エリ
トロース-4-リン酸, AcCoA; アセチルCoA, KDX; 2-ケト-3-デオキシキシロネート, KGSA; α-ケトグル
タル酸セミアルデヒド 
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Fig. 3-2 1,2,4-ブタントリオール生産経路 
 
3-2 BT生合成経路の導入 
 本研究ではまず、S. cerevisiaeで BTを生産できることを確かめた。Fig. 3-2に
示すように BTは 5段階の反応でキシロースから生産することができる BT生産
経路において、キシロースはキシロースデヒドロゲナーゼによりキシロノラク
トンに変換される。キシロノラクトンはキシロノラクトナーゼまたは自然に開
環してキシロネートに変換される。キシロネートはキシロネートデヒドラター
ゼにより、2-ケト-3-デオキシ-キシロネート（KDX）に変換される。そして、
KDXは 2-ケト酸デカルボキシラーゼによって 3,4-ジヒドロキシブタナールに変
換される。最後に 3,4-ジヒドロキシブタナールはアルコールデヒドロゲナーゼ
によって BTに変換される。これら 5段階の反応の内、キシロノラクトンは自
然に開環してキシロネートに変換されるためにキシロノラクトナーゼは必ずし
も必要ではない。また酵母は複数のアルコールデヒドロゲナーゼを持ってお
り、いずれかのアルコールデヒドロゲナーゼにより 5段階目の反応も触媒でき
ると考えられる。そこでまずは、キシロースデヒドロゲナーゼ、キシロネート
デヒドラターゼ、2-ケト酸デカルボキシラーゼ（KDC）をコードする 3種類の
遺伝子を導入した株を作成することにした。 
 S. cerevisiae YPH499株において、キシロースからのキシリトール生成を防ぐ
ために、内生のキシロースレダクターゼをコードする GRE3を欠損させた
YPH499ΔGRE3株を作成した。この株に BT生産のために、Caulobacter crecentus
由来のキシロースデヒドロゲナーゼ遺伝子（xylB）とキシロネートデヒドロゲ
ナーゼ遺伝子（xylD）を導入して、BD株を作成した。続いて、この株に、E. 
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coliにおける BT生産においてよく用いられている Pseudomonas ptida由来の
KDC遺伝子（mdlC）[3, 6, 12, 15]を導入することで BD-mdlC株を作成した。 
 BT生産能を評価するために、BD株および BD-mdlC株を用いて 10 g/Lのグル
コースと 10 g/Lのキシロースを含む培地での発酵試験を行った。BD株および
BD-mdlC株においてグルコースは培養 24 hで全て消費されていた。一方、両株
においてキシロースは培養 24 hまでに約 7 g/Lが消費され、最終的に培養 96 h
で約 9 g/Lが消費されていた（Fig. 3-3A）。培養 96 hにおける BTの生産量は、
BD株および BD-mdlC株で 19.3 ± 5.4 mg/Lと 31.6 ± 1.9 mg/L であった（Fig. 3-
3C）。S. cerevisiaeでも xylB、xylD、mdlCの 3種類の遺伝子を導入する事で BT
が生産できる事が確認できた。また、mdlCを導入していない BD株でも BTの
生産が確認できたことから、内生の KDCによっても KDXから DHBへの変換が
行なわれていることが示唆された。BD及び BD-mdlCの 2株において BT生産量
は非常に少なかった。原因の１つとして、中間生成物のキシロネートの培地中
への蓄積が考えられ、培養 96 hにおいて、BD株および BD-mdlCにおいて、キ
シロネートはそれぞれ 7.2 ± 0.4 g/Lと 7.6 ± 0.4 g/L培地中に蓄積していた（Fig. 
3-3B）。 
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Fig. 3-3 BD, BD-mdlC, BDδD株の(A) キシロース消費量, 
 (B) キシロネート生産量, (C) BT生産量 
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3-3 δインテグレーション法による xylDの過剰発現 
 BD-mdlCの発酵試験より、中間生成物のキシロネートが培地中に多量に蓄積
していることが確認された。原因としては、キシロネートから KDXへの反応を
触媒する XylDの活性が低いことが考えられる。そこで、本研究では δインテグ
レーション法により xylDを染色体上に多コピー導入することで xylDの発現を
強化して、XylD活性の向上を試みた。δインテグレーション法とは、酵母染色
体上のレトロトランスホポゾン（Ty 因子）末端の繰り返し配列である δ配列
をターゲットに、目的遺伝子を相同組換えで導入する方法である。δ配列は染
色体上に複数あるため、δインテグレーションにより目的遺伝子を多コピー導
入できる[16]。 
 BD株に、δインテグレーション法により xylDを染色体上に多コピー導入する
ことで、xylD発現強化株 BDδDを作成した。BDδD株において XylD活性が向上
していることを確かめるために、XylDの活性測定を行った。BD株および BDδD
株の XylD活性はそれぞれ、0.391 ± 0.011および 0.644 ± 0.038（U/mg total 
protein）で、xylDの発現強化により約 1.6倍の XylD活性の向上が見られた。続
いて、XylDの発現強化が BT生産能に与える影響を調べるために BDδD株を用い
て、グルコース及びキシロースの混合培地で発酵試験を行った。BDδD株は BD
株および BD-mdlC株と比べて、培養 48 h までを見るとキシロネートの生産速
度はわずかに減少していたが、最終的なキシロネートの蓄積量（7.5 ± 0.2 g/L）
に有意な減少は見られなかった（Fig. 3-3B）。一方、培養 96 hにおける BDδD
株の BT生産量は 41.2 ± 4.4 mg/Lで、KDC遺伝子を導入していないにも関わらず
BD-mdlCより生産量が増加していた（Fig. 3-3C）。 
 キシロネートの蓄積量がほとんど変化しなかった理由としては、酵母細胞内
での XylD活性が非常に低いことから、過剰発現により酵素を増産してもキシロ
ネートの蓄積を解消するのに十分な活性を得られなかったことが考えられる。
また、XylDによって、キシロネートは KDXへと変換されるが、この KDX以降の
代謝が弱いことが、キシロネートの代謝を停滞させている可能性がある。 
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3-4 2-ケト酸デカルボキシラーゼ（KDC）の検討 
 KDXを特異的に DHBに変換する酵素は知られておらず、この反応が大腸菌で
の BT生産のボトルネックになっていると考えられている[6]。しかしながら、
これまで KDCの違いが BT生産に与える影響を調べた研究はない。本研究で
は、S. cerevisiaeにおいて KDXから DHBへの反応を高効率で行う KDCのスクリ
ーニングを行った。BD株や BDδD株でも BTが生産されていたことから、KDX
に特異性のある酵母内生の KDCが存在していることが考えられる。S. cerevisiae
内生のフェニルピルビン酸デカルボキシラーゼ（Aro10）は広い基質特異性を
持っていることから[17]、KDXから DHBへの反応を触媒している可能性がある
と考えた。また、過去の報告から Lactococcus lactis 由来の 2-ケトイソ吉草酸デ
カルボキシラーゼ（KivD）も、MdlCに加えて KDXから DHBへの反応を触媒す
ることがわかっている[5]。そこで P. ptida由来の mdlCに加えて、ARO10および
kivDを BDδD株に導入する候補として選択した。 
mdlC、ARO10、kivDの 3種類の KDCをそれぞれ導入した株、BDδD-mdlC、BDδD-
ARO10、BDδD-kivDを用いて、10 g/Lのグルコースと 10 g/Lのキシロースを含む
培地での発酵試験を行い、KDCの違いが BT生産に与える影響を調べた。3株に
おいてキシロースの消費速度や消費量はほとんど変化が見られなかった。しか
しながら、培養 96 hにおけるキシロネートの蓄積量は BDδD-mdlC、BDδD-
ARO10、BDδD-pkivdでそれぞれ 7.9 ± 0.0, 5.8 ± 0.3, 6.4 ± 0.2 g/Lで、ARO10及び
kivD を導入した株では BDδD（7.5 ± 0.2 g/L）に比べて蓄積量の減少がみられた
（Fig3-4B）。また BT生産量の最大値は、BDδD-mdlCでは 69.5 ± 6.5 mg/Lであっ
たが、BDδD-ARO10では 105.7 ± 7.8 mg/L、tsBDδD-kivDでは 384.3 ± 26.3 mg/Lと
なった（Fig3-4C）。よって mdlC、ARO10、kivDの中では kivDが最も S. 
cerevisiaeにおける BT生産に適しており、mdlC導入株に比べて kivD導入株では
約 4.5倍の BT生産量の向上を示した。 
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Fig. 3-4 3種類の KDC（MdlC, Aro10, KivD）導入株の(A) キシロース消費量, (B) キ
シロネート生産量, (C) BT生産量 
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3-5 kivDの発現強化 
 3種類の KDC（mdlC、ARO10、kivD）導入株の発酵結果より、KDCの種類が
BT生産に大きく影響することが明らかとなった。3-4項の実験では、3種の
KDCは全て S. cerevisiae由来の PGK1プロモーターを用いて発現させていた。そ
こで、キシロース存在下で PGK1より強い発現強度を示す TDH3プロモーターの
制御下で kivDを発現することで、更なる BT生産量の向上を試みた[18]。BDδD
に、TDH3プロモーターで制御される kivDを導入することで BDδD-tkivDを作成
した。更に BDδD-tkivDに、TDH3プロモーターで制御される kivDをもう 1コピ
ー導入することで、合計で 2コピーの kivDを持つ BDδD-2tkivDを作成した。
BDδD-tkivD及び BDδD-2tkivDを用いて、10 g/Lのグルコースと 10 g/Lのキシロ
ースを含む培地を用いて発酵試験を行った。kivD発現強化株（BDδD-tkivDと
BDδD-2tkivD）では、PGK1プロモーターで kivDを発現させた BDδD-kivDと比べ
て、キシロースの消費量やキシロネートの生産量にはほとんど違いが見られな
かった（Fig. 3-5AB）。一方、BDδD-tkivDおよび BDδD-2tkivDの発酵 96 hにおけ
る BT生産量は、577.3 ± 3.6 mg/Lおよび 767.9 ± 45.9 mg/Lで、それぞれ BDδD-
kivDと比べて約 1.6倍および 2.1倍の BT生産量を示した（Fig. 3-5C）。BDδD-
tkivDおよび BDδD-2tkivDの BT収率はそれぞれ、9.7 %および 12.9 %であった。 
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Fig. 3-5 kivD発現強化株の(A) キシロース消費量, (B) キシロネート生産量, 
 (C) BT生産量 
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3-6 鉄取り込み能の強化による XylD活性の強化 
 kivDを強力な TDH3プロモーターの制御下で発現することで、BT生産量に大
きな向上がみられた、しかしながらキシロネート蓄積量の減少は見られなかっ
た。 
 Andberg et al. [19] は C. crescents の XylD が構造に鉄-硫黄（Fe-S）クラスタ
ーを含有する、鉄硫黄タンパク質（Fe-Sタンパク質）であることを報告してい
る。バクテリア由来の Fe–Sタンパク質の多くは S. cerevisiaeの細胞内でうまく
機能しないことが報告されている[20–22]。この研究においても、キシロネート
が培地中に多量に蓄積していることから、キシロネートから KDXへの反応を効
率良く触媒するのに XylD活性が十分ではないことが考えられる。外来の Fe-S
タンパク質の活性が、酵母細胞内で低い理由は２つ考えられる。1つは、Feは
生命に必須の因子であるが、細胞毒性があるために S. cerevisiaeの Feイオンの
取り込み量は厳密に制御されている[23]。そのため、S. cerevisiaeに外来の Fe-S
タンパク質を生産させた際に、余剰な Fe-Sタンパク質に供給するのに十分な量
の Fe-Sクラスターが存在しないことが考えられる。もう１つは、酵母サイトゾ
ルには、合成された Fe-Sクラスターを Fe-S（アポ）タンパク質に輸送するタン
パク質複合体が存在する[24, 25]。外来のタンパク質と Fe-S輸送タンパク質との
親和性が低いために、内生の Fe-Sタンパク質に優先して Fe-Sクラスターが優
先して輸送・組み込みされるのではないかと考えられる。これら 2つの仮説に
対して具体的な検証は行われていないが、Dennis et al. [26]は、鉄の取り込みに
関与する BOL2（FRA2）を破壊することで Fe-Sタンパク質であるジヒドロキシ
酸デヒドラターゼ（DHAD）の酵素活性が向上することを報告している。更
に、特許情報より（Penttilä et al. [27]）、本研究と同様に C. cerecentus由来の
xylDを導入した S. cerevisiaeにおいて BOL2を破壊することで、XylDの活性が向
上することが示唆されている。そこで本研究でも xylD活性向上の為に、BDδD-
2tkivDから BOL2を破壊することで BDδD-2tkivDΔBOL2を作成した。BOL2破壊に
よる BT生産能への影響を調べるために、10 g/Lのグルコースと 10 g/Lのキシロ
ースを含む培地を用いて発酵試験を行った。 
 BDδD-2tkivDΔBOL2株は培養 96hにおいて 6.3 ± 0.64 mg/Lのキシロネートが培
地中に蓄積しており（Fig. 3-6B）、消費糖あたりのキシロネート生産量は 0.72 
g-xylonate /g-xyloseで、BDδD-2tkivD（0.79 g-xylonate /g-xylos）に比べて僅かに減
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少していた。BDδD-2tkivDΔBOL2株は培養 96 hにおいて 998.9 ± 84.0 mg/Lの BT
を生産した（Fig. 3-6C）。BDδD-2tkivDΔBOL2株の対糖収率は 16.1 %で、本研究
で作成した株の中で最も高い収率を示した。 
 酵母の Feの取り込みは Aft1/2-鉄レギュロンによって制御されている。Aft1
および Aft2は細胞内の鉄が枯渇状態の時に、細胞膜の Feトランスポーターを
含む約 20の遺伝子の発現を活性化する転写因子である。Bol2および Grx3/4の
複合体は、細胞内に鉄が十分存在する時に、Aft1および Aft2による遺伝子発現
を阻害する働きがある。そのため、BOL2を破壊すると Aft1/2鉄レギュロンが
常に発現している状態になるので、鉄の取り込み能が強化されることがわかっ
ている[28]。そのため、BOL2の破壊による鉄取り込み能の強化により、Fe-Sク
ラスターの合成が促進されたことで、XylD活性が向上して BT生産量が向上し
たと考えられる。 
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Fig. 3-6 BOL2破壊株の(A) キシロース消費量, (B) キシロネート生産量,  
(C) BT生産量 
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3-7 結論 
 これまでに S. cerevisiaeによる BT生産の報告はない。本研究ではまず S. 
cerevisiaeが BTを生産できるかどうか確かめるために、C. crecentus由来のキシ
ロースデヒドロゲナーゼ（xylB）およびキシロネートデヒドラターゼ 
（xylD）、P. putida由来の KDC（mdlC）をコードする 3種類の遺伝子を導入し
た BD-mdlC株を作成した。BD-mdlC株は、10 g/Lの Xyloseから、31.6 ± 1.9 mg/L
の BTを生産することができたが収率は非常に小さく（対糖収率 0.5 %）、消費
されたキシロースの約 80 %がキシロネートとして培地中に蓄積されていた。そ
こで本研究では、S. cerevisiaeの BT生産能強化のために、キシロネートから
KDXへの反応を触媒するキシロネートデヒドラターゼ（XylD）の活性強化およ
び、KDXから DHBへの反応を触媒する KDCの活性強化を行った。最終的に作成
した株 BDδD-2tkivDΔBOL2は 10 g/Lのキシロースから、998.9 ± 84.1 mg/L（対糖
収率; 16.1%）の BTを生産できた。本研究で作成した株の BT生産量は Fig 3-7に
示す通りで、BDδD-2tkivDΔBOL2は BT生産試作株 BD-mdlCに比べて約 31倍の
BT生産量に向上が見られた。 
 本研究では KDCの検討により BT生産量が大幅に向上した。KDXを特異的に
DHBに変換する酵素は知られておらず、この反応が大腸菌での BT生産のボト
ルネックになっていると考えられており、S. cerevisiaeでも同様に KDCの選択が
BT生産において非常に重要であることがわかった。また S. cerevisiaeでは、Fe-
Sタンパク質である xylDの活性が非常に弱いと考えられ、実際に Feの取り込み
能を強化することで BT生産量に増加が見られた。しかしながら、BT生産量が
最も高かった BDδD-2tkivDΔBOL2においても、消費されたキシロースの約 65%が
キシロネートして培地中に蓄積されており、高収率での BTのためには XylD活
性の更なる向上や、酵母細胞内で高活性なキシロネートデヒドラターゼの探索
が必要と考えられる。 
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Fig. 3-7 本研究で作成した各株の最大 BT生産量 
 
 
 
3-8 実験操作 
・使用菌体及び培地 
 プラスミドの増幅には全て、Escherichia coli NovaBlue（Merck Millipore, 
Darmstadt, Germany）を用いた。NovaBlueは、100 μg/mL アンピシリンを含む
Luria-Bertani培地（10 g/L tryptone, 5 g/L yeast extract, and 5 g/L NaCl）で培養し
た。BT生産の宿主には、S. cerevisiae YPH499 [MATa ura3-52 lys2-801 ade2-101 
trp1- 63 his3-Δ200 leu2-Δ1（Stratagene, La Jolla, CA, USA）]を用いた。BY4741の
GRE3破壊株は、Yeast Deletion Mat-A Complete Set（Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA）より取得した。酵母の培養には、SD培地 [6.7 g/L yeast 
nitrogen base without amino acids （Difco Laboratories, Detroit, MI, USA）, 20 g/L 
glucose]に株の栄養要求性に合わせてアミノ酸・核酸を加えたもの、又は YPD
培地 [10 g/L yeast extract, 20 g/L Bacto-peptone（Difco Laboratories）, 20 g/L 
glucose]を用いた。培養は 30°Cで行った。 
 
・プラスミドの作成 
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 本研究で作成したプラスミドは全て、In-Fusion® HD Cloning Kit（Takara）を用
いて作成した。簡単には、制限酵素処理したベクターの末端 15塩基の相同配
列を、クローニングする塩基配列の両端に PCRで付加して、ベクターとクロー
ニング配列、In-Fusion酵素を混合し 50℃で 15 minインキュベートすることで
作成した。この研究で使用した遺伝子のうち、 C. crecentus由来の xylBおよび
xylD、P. Putida由来のmdlC 、L. lactis由来 Kivdは S. cerevisiaeのコドン使用頻度
に遺伝子配列を最適化したものを GenScript（Piscataway, NJ, US）にて人工合成
を行い購入した。本研究で作成したプラスミドを Table 3-1に示す。また、本研
究で使用した全ての DNAプライマーの配列を Table 3-S1に示す。 
 
pTS-A-xylBDの構築 
xylBに TDH3 プロモーターと TDH3 ターミネーターをつなぐために、コドン最
適化した xylB（GenScript）をテンプレートにプライマーxylB Fと xylB Rを用いて
PCRにより得られた断片を、NotI-HF（New England Biolabs）で切断した pATP405 
[29]にクローニングした。できたプラスミドをテンプレートにプライマー
pTDH3-xylB F と pTDH3-xylB Rを用いて PCRにより、pTDH3-xylB-tTDH3断片を作
成した。xylDに SED1 プロモーターと SAG1 ターミネーターをつなぐために、
プラスミド pIBG-SS[30]をテンプレートにプライマーSED1p-SAG1t F, SED1p-SAG1t 
Rを用いて PCRにより得られた断片と、コドン最適化した xylD（GenScript）を
テンプレートにプライマーxylD F と xylD Rを用いて PCRにより得られた断片を
In-fusionで結合した。できたプラスミドをテンプレートにプライマーpSED1-
xylD F と pSED1-xylD Rを用いて PCRにより、pSED1-xylD-tSAG1断片を作成し
た。pSED1-xylD-tSAG1断片と pTDH3-xylB-tTDH3断片を、NotI-HF（New England 
Biolabs）と XhoI（New England Biolabs）で切断した pGK402 [31]にクローニング
することで、pTS-A-xylBDを構築した。 
 
pδW-xylDの構築 
xylDに、ADH1プロモーターとターミネーターを接続するために、PmeIで切断
した pATP405 [29]に、コドン最適化した xylD（GenScript）をテンプレートにプ
ライマーxylD 2F と xylD 2Rを用いて PCRにより得られた断片をクローニングし
た。できたプラスミドをテンプレートにプライマーpADH1-xylD Fと pADH1-xylD 
Rを用いて PCRを行い、ADH1p-xylD-ADH1t断片を得た。この断片を SmaIで切
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断した δインテグレーション用ベクターpδW [32]にクローニングして、xylDの
δインテグレーション用プラスミド pδW xylDを作成した。 
 
pIL-mdlC、pIL-ARO10、PIL-kivDの構築 
mdlCおよび kivDに、PGK1プロモーターと PGK1ターミネーターを接続するた
めに、コドン最適化した mdlCおよび kivD（GenScript）をテンプレートにプラ
イマーmdlC F と mdlC Rおよび pgk1 kivD Fと pgk1 kivD R用いて PCRを行った。
ARO10に、PGK1プロモーターと PGK1ターミネーターを接続するために、S. 
cerevisiae YPH499のゲノム DNAをテンプレートにプライマーARO10 F と ARO10 
Rを用いて PCRを行った。PCRで得られたそれぞれの断片を、SmaI（New 
England Biolabs）で切断した pGK405 [31]にクローニングすることで、pIL-mdlC, 
pIL-ARO10, and pIL-kivDを作成した。 
 
pIL-pTDH3-kivDおよび pIU-pTDH3-kivDの構築 
S. cerevisiaeのゲノム DNAをテンプレートに、2セットのプライマーtdh3p Fと
tdh3p Rまた adh1t Fと adh1t Rを用いて PCRを行い、TDH3 プロモーターと
ADH1 ターミネーターを増幅した。これら２つの PCR断片をテンプレートに、
プライマーtdh3p Fと adh1t Rを用いて PCRを行い TDH3p-ADH1t断片を作成し
た。TDH3p-ADH1t断片を、NotI-HF（New England Biolabs）と XhoI（New England 
Biolabs）で切断した pGK405および pGK406 [31]にクローニングすることで、pIL 
tdh3p-adh1t と pIU tdh3p-adh1tを作成した。 
kivDに、TDH3プロモーターと ADH1ターミネーターを接続するために、SmaI
で切断した pIL tdh3p-adh1t と pIU tdh3p-adh1tに、コドン最適化した kivD
（GenScript）をテンプレートにプライマーtdh3 kivD F と tdh3 kivD Rを用いて
PCRにより得られた断片をクローニングすることで、pIL-kivDおよび pIU-kivDを
作成した。 
 
 
Table 3-1 本研究で作成したプラスミド 
plasmid Description 
pTS-A-xylBD ADE1, PTDH3-xylB, PSED1-xylD 
pδW-xylD TRP1, δ-integration plasmid, PADH1-xylD 
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pIL-mdlC LEU2, PPGK1-mdlC 
pIL-ARO10 LEU2, PPGK1-ARO10 
pIL-kivD LEU2, PPGK1-kivD 
pIL-pTDH3-kivD LEU2, PTDH3-kivD 
pIU-pTDH3-kivD URA3, PTDH3-kivD 
 
 
・酵母形質転換 
  酵母の形質転換は Chen et al.  [33]によって報告されている、酢酸リチウム
を用いた One-step transformation法に従い行った、また全ての遺伝子は酵母の
ゲノム上に相同組替えにより導入した。本研究で使用した全ての株を Table  3-
2に示した。S. cerevisiae YPH499株において GRE3を G418（薬剤）耐性遺伝子で
置換することで、GRE3破壊株 YPH499ΔGRE3株を作成した。GRE3破壊用の DNA
断片の作成は、Yeast Deletion Mat-A Complete Set （Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA）より取得した BY4741ΔGRE3のゲノム DNAをテンプレート
に、プライマーdGRE3 Fおよび dGRE3 Rを用いて、PCRにより作成した。 
 YPH499ΔGRE3株に EcoRVで切断したプラスミド pTS-A-xylBDを導入して、BD
株を作成した。続いて BD株に、プラスミド PIL-mdlCをテンプレートにプライ
マーPIL trans Fおよび PIL trans Rを用いて、PCRにより作成した、LEU2マー
カー及び mdlCを含む断片を形質転換して、BD-mdlC株を作成した。xylDの多コ
ピー導入株作成の為に、BD株に AscIで切断したラスミド pδW-xylDを導入し
て、BDδD株を作成した。BDδD株に上記と同様の方法で mdlCを導入して、BDδ
D-mdlC株を作成した。また、BDδD株に EcoRVで切断した pIL-ARO10または pIL-
kivDを形質転換することで、BDδD-ARO10株および BDδD-kivD株を作成した。ki
vD発現強化株作成のために BDδD株に、EcoRVで切断した pIL-pTDH3-kivDを形
質転換することで、BDδD-tkivD株を作成した。さらに、BDδD-kivD株に pIU-pTD
H3-kivDを形質転換することで、BDδD-2tkivD株を作成した。BOL2は HIS3で置
換することにより破壊した。プラスミド pGK403 [31]をテンプレートに、プラ
イマーHIS3 Fおよび HIS3 Rを用いて PCRを行い、HIS3マーカー部位を増幅し
た。続いて、S. cerevisiae YPH499 のゲノム DNAをテンプレートにプライマーd
BOL2 up F および dBOL2 up Rを用いて PCRを行い、BOL2の ORF上流 500 bp
を増幅した。そして、S. cerevisiae YPH499 のゲノム DNAをテンプレートにプ
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ライマーdBOL2 down Fおよび dBOL2 down Rを用いて PCRを行い、BOL2の O
RF下流 500 bpを増幅した。HIS3、BOL2の ORF上流 500 bp、BOL2の ORF下
流 500 bpの３つの断片をテンプレートに、プライマーdBOL2 up Fおよび dBOL
2 down Rを用いて PCRを行い、BOL2破壊用断片を作成した。この断片を、BD
δD-2tkivD株に形質転換することで、BDδD-2tkivDΔBOL2を作成した。 
 
 
 
Table 3-2 本研究で使用した酵母株  
Strains description Source 
YPH499 MATa ura3-52 lys2-801 ade2-101 trp1- 63 his3-Δ200 leu2-Δ1 Stratagene 
YPH499ΔGRE3 YPH499/ gre3Δ::kanMX4  This study 
BD YPH499ΔGRE3, pTS-A-xylBD This study 
BD-mdlC BD/pIL-mdlC This study 
BDδD BD/pδW-xylD This study 
BDδD-mdlC BDδD/pIL-mdlC This study 
BDδD-ARO10 BDδD/pIL-ARO10 This study 
BDδD-kivD BDδD/pIL-kivD This study 
BDδD-tkivD BDδD/pIL-tkivD This study 
BDδD-2tkivD BDδD/ pIL-pTDH3-kivD /pIU- pTDH3-kivD This study 
BDδD-2tkivDΔBOL2 BDδD/ pIL-pTDH3-kivD /pIU- pTDH3-kivD/bol2Δ::HIS3  This study 
 
 
 
 
・発酵試験 
 発酵試験に用いる菌体は、まず 5 mLの SD培地で 24 h培養した。そして、50 
mLの YPD培地に OD600=0.1となるように植菌して 30°C 、150 rpm で 24 h培養
した。菌体を 10 mLの滅菌した D. W. で 2度洗浄した後、発酵用培地（10 g/L 
tryptone, 5 g/L yeast extract, 10 g/L グルコース, 10 g/L キシロース）に OD600=5 
となるように植菌して、全量 20mLの系で、30°C 、200 rpmで発酵試験を行っ
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た。24h毎にサンプリングを行い、培養上清は HPLC及び GC-MSを用いて測定
した。 
 
・代謝物測定 
 発酵培地中のグルコースおよびキシロース濃度は、SPR-Pbカラム（7.8 mm × 
250 mm, particle size 8 μm; Shimadzu, Kyoto, Japan）と RID-10A 検出器を装着し
た、高性能液体クロマトグラフィー（HPLC）（Shimadzu）を用いて分析した。
HPLCは 80°Cで 0.6 mL/minの流速で稼働した。 
BTおよびキシロネートの濃度はガスクロマトグラフィー/質量分析計（GC-
MS）（Shimadzu）により分析した。5 μLの培養上清に、2 μLの 10 g/L リビト
ールを内部標準物質として加えて、CentriVap Benchtop Vacuum Concentrators
（Labconco, Kansas City, MO, USA）を用いて乾燥させた。GC-MS分析のためのト
リメチルシリル化は以下の手順で行った; 乾燥させたサンプルに、ピリジンに
溶解させた 100 μLの 20 mg/mL O-メチルヒドロキシルアミン塩酸塩溶液を加え
90分間反応させた（1200 rpm, 30 ºC; M-BR-022UP; Taitec, Saitama, Japan）。そし
て、50 μLの N-メチル-N-トリメチルシリルトリフルオロアセトアミド
（MSTFA）を加えて、30分間反応させた（1200 rpm at 37 ºC; M-BR-022UP; 
Taitec）。サンプルは室温で遠心分離（3000 g, 5分）して上清を分析に用いた。 
GC-MS（GCMS-QP2010 Ultra; Shimadzu）には、CP-Sil 8CB カラム（30 m length × 
0.25 mm i.d., film thickness of 0.25 μm; Agilent）を装着して用いた。GC-MSの各パ
ラメーターの設定は以下の通りである; 試料気化室の温度は 230°Cに設定し
た。サンプル注入量は 1 μL でスプリット比は 1:25に設定した。ヘリウムをキ
ャリアーガスに用いて、流量は 1.12 mL/minに設定した。カラム温度は、80°C
で 2 分間保温したのちに、15°C/minで 330°Cまで昇温して、330°Cで 6 分間保
温した。インターフェース温度およびイオン源の温度はそれぞれ、250°Cと
200°Cに設定した。イオン化（Electron impact ionization; EI）は 70 eVで行った。
分析は Fast Automated Scan/SIM (FASTT) モードにより、Scanモード（85–500 
m/z）及び Selected ion monitoring (SIM)モード（m/z 103,129; BT, m/z 103; ribitol）
を並行して行った。 
 
・酵素活性測定 
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 キシロネートデヒドラターゼ（XylD）活性測定は、チオバルビツール酸法に
より行った[34]。酵素反応溶液（400 µL; 50 mM Tris–HCl 緩衝液（pH8.1）, 5 mM, 
MgCl2, 12 mM D-xylonate, 50 µL 細胞抽出液）は 30 ºCで 10分間反応させた。酵
素反応は 100 µLの 2.0 M HClを加えることで終結させた。反応溶液（50 µL）に
125 µLの 25 mM過ヨウ素酸溶液（0.125 M H2SO4に溶解）を加え 20 ºCで 20分
間反応させたのち、250 µLの 2%（w/v） 亜ヒ酸ナトリウム溶液（0.5 M HClに
溶解）を加え反応を終結した。最後に 1 mLのチオバルビツール酸水溶液を加
えて、100 ºC で 10 分間反応させることで、赤色の発色団を生成させた。発色
強度を増強させるために、室温まで冷却したのち等量の DMSOを反応溶液に加
えた。吸光度は 549 nmで測定して、発色団のモル吸光係数には 6.78×104 M-
1cm-1を用いた[35]。 
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3-10 付録 
Table 3-S1 本研究で使用した DNAプライマー 
primers sequence 
xylB F gacacgcgtgcggccatgtcctccgccatctatc 
xylB R taaattcacgcggccttatctccaaccagcatcta 
SED1p-SAG1t F cttaatagagcgaacgtattttattttg 
SED1p-SAG1t R tgtacagttagtacattgagtc 
xylD F gttcgctctattaagatgagaagtgccttatccaatag 
xylD R tgtactaactgtacatcaatggttatgtcttggcaacttg 
pTDH3-xylB F cgggccccccctcgaggaataaaaaacacgctttttca 
pTDH3-xylB R tatatccaatgctagcatcctggcggaaaaaattca 
pSED1-xylD F ccgccaggatgctagcattggatatagaaaattaacgta 
pSED1-xylD R accgcggtggcggccgcatccagtgagcgcgcgta 
xylD 2F cgcggccggccgttttcaatggttatgtcttggc 
xylD 2R atacacctagggtttatgagaagtgccttatccaatag 
pADH1-xylD F actagtggatcccccttgtcctctgaggacataaaatac 
pADH1-xylD R gaattcctgcagcccgggtgtacaatatggacttcctc 
mdlC F actagtggatcccccatggcatcagtccacggtacaac 
mdlC R gaattctctagaccctcactttactggggatacggtagag 
ARO10 F actagtggatcccccatggcacctgttacaattgaaaag 
ARO10 R gaattctctagacccctattttttatttcttttaagtg 
pgk1 kivD F actagtggatcccccatgtatacagttggtgactac 
pgk1 kivD R gaattctctagacccttaagacttattttgttcagcg 
tdh3p F cgggccccccctcgacagttcgagtttatcattatc 
tdh3p R tttgtttgtttatgtgtgtttattc 
adh1t F acataaacaaacaaacccgggcgaatttcttatgatttatg 
adh1t R accgcggtggcggccgagcgacctcatgctatacctg 
tdh3 kivD F taaacaaacaaacccatgtatacagttggtgactac 
tdh3 kivD R ataagaaattcgcccttaagacttattttgttcagcg 
dGRE3 F actggattaaaagggagcccaagg 
dGRE3 R ccgtggagtcttcgtcaagtagttg 
 99 
PIL trans F atcatctccgatgaagcctccg 
PIL trans R atcaccaaacatgttgctggtg 
HIS3 F cgttttaagagcttggtgagcgc 
HIS3 R tcgagttcaagagaaaaaaaaagaaaaagc 
dBOL2 up F acgttctctccgttgttcaaaccc 
dBOL2 up R gctcaccaagctcttaaaacgatatatgtatatatataacaccgaaaaacttattcc  
dBOL2 down F ctttttttttctcttgaactcgaaaaggatgatattgttctattattaagtttcgaaagg  
dBOL2 down R gcaacgacgacaatgccaaaccaagg  
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総括 
 S. cerevisiaeを用いて、リグノセルロース系バイオマスを原料に様々な物質を
安価に生産するためには、序論で述べたように遺伝子組換え技術を用いて、セ
ルロースの糖化能力やキシロースの資化能力を付与する必要がある。 
 そこで、第 1章では、リグノセルロース系バイオマスの主要構成成分である
セルロースを効率的に分解するための酵母株の開発を行った。本研究では、こ
れまでよく行われていた表層提示用の遺伝子カセットの検討（アンカータンパ
ク質の種類、セルラーゼの種類、プロモーターや分泌シグナルの検討など）で
はなく、表層提示を行う宿主自体をより表層提示に適したものへ造り変えると
いう、これまでほとんど行われてこなかった観点から研究を始めた。本研究で
用いた S. cerevisiae の SED1破壊株はコントロール株に比べて、高い表層提示酵
素活性および表層提示酵素量を示した。本研究では、BGL1のみを表層提示した
が、セルロースを分解するためには序論で述べたように EGや CBHなど複数の
種類のセルラーゼを同時に表層提示する必要があり、SED1の破壊はこのように
複数の酵素を表層提示する時にも有効なアプローチであると考えられる。また
第 2章では、リグノセルロース系バイオマスを構成する糖の中で、グルコース
に次いで多く含まれているキシロースを、S. cerevisiaeにおいて効率的に資化さ
せるための技術を開発した。本研究では、キシロース資化に必要な XI遺伝子を
導入した株から PHO13を欠損させることにより、キシロース消費速度、キシロ
ースからのエタノール生産速度およびエタノール収率に向上が見られた。また
網羅的な遺伝子発現量解析と代謝物解析の結果、PHO13を欠損株では、主にペ
ントースリン酸経路の遺伝子発現および代謝が大幅に変化して、キシロース代
謝が強化されたことが示唆された。よって、本研究の第 1章および第 2章で
は、S. cerevisiaeによりリグノセルロース系バイオマスを効率的に利用するため
の技術の開発に成功したと考えられる。今後はこれらの開発した要素技術を１
つの菌体に集積して、実際のリグノセルロース系バイオマスからの物質生産能
を統合して評価していく必要がある。 
 S. cerevisiaeはエタノール生産能が非常に高く、グルコースからならば遺伝
子組換えなしでも理論収率の 90 %ほどでエタノールを生産することができ
る。しかしながら、逆に言えばエタノール以外はほとんど生産できない。そこ
で、遺伝子組換え技術を用いることで、従来石油か作られていた種々の燃料や
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プラスチックの原料、また石油からは生産することができないような化合物で
さえも、リグノセルロース系バイオマスに含まれる糖から生産することができ
るようになる。第 3章では、遺伝子組換え技術により、S. cerevisiaeでは生産
報告がない BTの生産を試みた。BT生産に必要な遺伝子を単純に導入した株（B
D-mdlC）では 31.6 ± 1.9 mg/Lであったが、最終的に BT生産経路強化株（BDδ
D-2tkivDΔBOL2）では 998.9 ± 84.1 mg/L（対糖収率; 16.1%）の BT生産に成功し
た。BT収率はまだまだ低いものの、本研究により S. cerevisiaeでの BT生産に
おける課題も明らかとなり、今後さらなる BT生産量および収率の向上が期待
できる。本研究で示した BTの生産例と同様に、さらなる研究は必要である
が、遺伝子組換えを重ねることで S. cerevisiaeは、リグノセルロース系バイオ
マスから、エタノールに加えて他の有用化合物生産のための宿主にもなり得る
と考えられる。 
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